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ABREVIATURAS -
I N T R O D U C C I O N  
INTRODUCCION 
I .  CONSIDERACIONES GENERALES 
# 
Los organismos deben a d a p t a r s e  c o n s t a n t e m e n t e  a  
cambios d e l  medio ambiente .  Es to  i n v o l u c r a  r e a j u s t e s  en fun-  
c i o n e s  e s p e c i a l i z a d a s  de p a r t e  de cada una de l a s  c e l u l a s .  
Las hormonas pueden s e r  c o n s i d e r a d a s  como mensaje-  
r o s  q u i m i c o s ,  l i b e r a d o s  en r e s p u e s t a  a  cambios d e l  medio, r e -  
p r e s e n t a d o s  e s t o s ,  por  e s t i m u l o s  quimicos o  n e u r o g e n i c o s .  
Las mol4culas  de 10s mensa je ros  hormonales i n t e r a c -  
c ionan  con l a s  c e l u l a s  b lanco  y modulan a s i  s u s  f u n c i o n e s .  La 
mayor p a r t e  de l a s  hormonas no r e q u e r i r i a n  p e n e t r a r  a1 i n t e -  
r i o r  de l a s  c g l u l a s  para  e j e r c e r  s u s  e f e c t o s .  Para e l l o ,  l u e -  
go de i n t e r a c c i o n a r  con e s t r u c t u r a s  e s p e c i f i c a s  en e l  e x t e r i o r  
de l a  membrana p l a s m 6 t i c a ,  provocan l a  generac i6n  de una s e -  
iial , segundo mensajero  o  mensajero  i n t r a c e l u l a r  que de te rmina  
u n  cambio en l a s  f u n c i o n e s  de l a s  c g l u l a s .  
Se han i d e n t i f i c a d o  dos mensa je ros  i n t r a c e l u l a r e s  en 
forma de n u c l e 6 t i d o s  c i c l i c o s ,  3 ' - 5 '  adenos ina  monofosfa to  c i -  
c l i c o  ( A M P  c i c l i c o )  (1 )  y 3 ' - 5 '  guanosina  monofosfa to  c i c l i c o  
( G M P  c i c l i c o )  ( 2 ) .  Es tos  dos compues tos ,  quimicamente s i m i l a -  
r e s  pe r0  f i s i o l 6 g i c a m e n t e  b a s t a n t e  d i f e r e n t e s ,  e s t 6 n  i m p l i c a -  
dos en una v a r i e d a d  de p rocesos  mediados por hormonas y tam- 
b i6n  en cambios no i n d u c i d o s  hormonalmente. 
E n  1957,  S u t h e r l a n d  y Ral l  ( 3 )  (4), e s t u d i a r o n  l a  
a c c i d n  de hormonas g l u c o g e n o l i t i c a s  como e l  glucagdn y l a  e p i -  
n e f r i n a  y o b s e r v a r o n  que ambas de terminaban una a c t i v a c i 6 n  de 
l a  f o s f o r i l a s a  h e p d t i c a  ( 5 ) .  Es ta  a c t i v a c i b n ,  c l a r a m e n t e  invo-  
l u c r a b a  i n t e r r n e d i a r i o s  en l a  membrana c e l u l a r ,  pues l a  enzima 
no podia s e r  a c t i v a d a  en p r e p a r a c i o n e s  l i b r e  de membranas. S in  
embargo, s i  l a s  hormonas e r a n  ag regadas  a  u n  preparado  r i c o  en 
membranas, y l a  mezcla s e  a d i c i o n a b a  a1 s o b r e n a d a n t e  l i b r e  de 
e l l a s ,  l a  a c t i v a c i 6 n  o c u r r i a .  E s t o s  e x p e r i m e n t o s  d e m o s t r a r o n  
que l a  a c t i v a c i d n  i m p l i c a b a  l a  e x i s t e n c i a  de una s u s t a n c i a  
t e r m o e s t a b l e  s i n t e t i z a d a  p o r  l a s  membranas.  E s t e  c o m p u e s t o  
f u 6  i d e n t i f i c a d o  como l a  3 ' - 5 '  a d e n o s i n a  m o n o f o s f a t o  c i c l i c o  
( f i g u r a  1) o  AMP c i c l i c o .  
En una s e r i e  de exper ' imen tos  u l t e r i o r e s ,  S u t h e r l a n d  
a n a l i z 6  l a  a c c i 6 n  d e l  g l u c a g 6 n  y e l  AMPc y e s t a b l e c i d  una s e -  
r i e  de  c r i t e r i o s  p o r  10s  c u a l e s  s e  puede a s e g u r a r  que e l  n u -  
c l e d t i d o  posee  u n  p a p e l  como m e d i a d o r  d e  l a  a c c i 6 n  h o r m o n a l  e n  
d i s t i n t o s  s i s t e m a s .  P r i m e r o ,  d e m o s t r 6  que e l  g l u c a g 6 n  aumenta  
1 0 s  n i v e l e s  d e  AMPc e n  c e l u l a s  d e  h f g a d o .  Segundo,  que e l  AMPc 
es f o r m a d o  p o r  l a  membrana p l a s m d t i c a  a  t r a v e s  d e  l a  a c c i d n  d e  
a c c i 6 n  d e  l a  e n z i m a  denominada  a d e n i l  c i c l a s a  ( 6 )  y l a  hormona 
puede a c t i v a r  a  e s t a  e n z i m a ;  t e r c e r o  l a  a d i c i d n  de AMPc a p r e -  
p a r a c i o n e s  d e  h i g a d o  i m i t a  10s  e f e c t o s  h o r m o n a l e s ;  y p o r  d l t i -  
mo e l  AMPc es  d e g r a d a d o  a  5'AMP p o r  l a  e n z i m a  f o s f o d i e s t e r a s a ,  
l a  c u a l  es  i n h i b i d a  p o r  m e t i l  x a n t i n a s  ( c a f e i n a s ,  t e o f i l i n a ,  
a m i n o f i l i n a ) ,  p o r  l o  t a n t o  e l  a g r e g a d o  d e  uno de e s t o s  compues- 
t o s  p o t e n c i a  l a  a c c i 6 n  h o r m o n a l ,  m a n t e n i e n d o  10s  n i v e l e s  de 
AMPc a r t i f i c i a l m e n t e  e l e v a d o s .  
Las  hormonas h a n  s i d o  c o n o c i d a s  p o r  mucho t i e m p o  c o -  
mo s u s t a n c i a  d e  e x t r a o r d i n a r i a  p o t e n c i a ,  e s t o  se  debe a  que 
e x i s t e  una " a m p l i f i c a c i d n  q u i m i c a " .  Segdn e l  m o d e l o  p r o p u e s t o  
p o r  S u t h e r l a n d ,  e l  AMPc s e r f a  e l  m e n s a j e r o  i n t r a c e l u l a r  o  - s e -  
g u n d o  m e n s a j e r o  y l a  hormona r e p r e s e n t a r i a  l a  s e i i a l  e x t e r n a  o  
p r i m e r  m e n s a j e r o  ( 1 ) , ( 7 ) .  De l a  u n i d n  d e  l a  hormona a  u n  r e c e p -  
t o r  e s p e c i f i c o  e n  l a  c a r a  e x t e r n a  de l a  membrana, r e s u l t a r i a  
una i n t e r a c c i 6 n  c o n  l a  a d e n i l  c i c l a s a  u b i c a d a  e n  l a  c a r a  i n t e r -  
na  d e  d i c h a  membrana, que s e  t r a d u c i r i a  e n  una v a r i a c i 6 n  de 10s 
n i v e l e s  i n t r a c e l u l a r e s  d e  AMPc. E s t a  v a r i a c i d n  d e  l a  c o n c e n t r a -  
c i 6 n  d e  AMPc p r o v o c a r i a  a  s u  v e t  una r e s p u e s t a  e s p e c i f i c a  en 
l a  c g l u l a .  
Figura 1. Estructura de l a  
mol6cula de AMP cicl ico.  
En l a  f i g u r a  2 s e  e squemat iza  e l  modelo de 10s  dos 
rnensa jeros .  
De t a l  forma,  cuando una horrnona, por ejernplo e l  
g lucagbn ,  aumenta su c o n c e n t r a c i d n  de 10 -lo a ~ o - ~ M  s e  pro-  
duce u n  aurnento en l a  c o n c e n t r a c i b n  i n t r a c e l u l a r  de AMPc de 
lo - '  a ~ o - ~ M  y provoca una * , s r i a c i b n  de 10s  n i v e l e s  de g l u -  
- 3  cosa-5-fosfato en hfgado de 1 0 ' ~  a 1 0  M, que i m p l i c a  una am- 
p l i f i c a c i d n  de l a  seRal  d e l  o rden  de u n  m i l l 6 n  de v e c e s .  
S iendo l a  f o s f o d i e t e r a s a ,  j u n t o  con l a  a d e n i l  c i -  
c l a s a ,  una de  l a s  dos enzimas r e s p o n s a b l e s  de l  b a l a n c e  i n t r a -  
celular de AMPc, es muy posible que est6 sometida a un estric- 
to control regulatorio. Gradualmente, pudo entreverse que esta 
actividad enrimdtica estd sometida a controles muy sutiles por 
2+ parte d e  ciertos factores, siendo uno de ellos 10s iones Ca . 
Los estudios realizados han abierto un nuevo panora- 
ma en el control del metabolismo celular, control en el que es- 
taria i ncol ucrado el ca2+ como segundo mensa jero con funciones 
de amplificaci6n de sefiales extracelulares. 
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Figura 2. Modelo de 10s dos mensajeros. 
H: hormona; R: receptor; MP: membrana pl asmdti ca; 
AC: adenil ciclasa; PDE: fosfodiesterasa de AMPc; 
MX: metilxantina. 
11. A D E N I L  CICLASA 
La  a d e n i l  c i c l a s a  (ATP p i r o f o s f a t o  l i a s a  c i c l a n t e  
E.C.4.6.1 1) e s  l a  e n z i m a  r e s p o n s a b l e  d e  l a  s f n t e s i s  d e l  
AMPc s e g 6 n  l a  r e a c c i 6 n :  
PPi 
Los  s u s t r a t o s  d e  e s t a  r e a c c i 6 n  pueden  s e r  10s  com- 
p l e j o s  M C J A T P ~ -  o  M ~ A T P ~ - ,  a c t u a n d o  10s c a t i o n e s  d i v a l e n t e s  
M ~ ~ +  o  ~ n ~ +  como a c t i v a d o r e s  d e  l a  n i s n a .  En e l  c a s o  d e  a l g u -  
nas  c i c l a s a s  como l a  d e  N e u r o s p o r a  c r a s s a  ( 8 ) ,  t e s t i c u l o  ( 9 )  
y Trypanosoma c r u z , i  ( v e r  r e s u l t a d o s )  l a  d e p e n d e n c i a  de Mn 2+ 
e s  c a s i  a b s o l u t a .  S i  b i e n  l a  c o n c e n t r a c i d n  i n t r a c e l u l a r  de  
2+ 
~ g ~ +  es  h a s t a  c i e n  v e c e s  m a y o r  que l a  de Mn , l a  mayor  e s t a -  
bilidad que posee el complejo del Qltimo cati6n con el ATP, 
podria explicar que la enzima funcione "in vivo" con ambos 
cationes (10). 
La reacci6n catalizada por la adenil ciclasa s e  
considera termodinamicamente reversible, y bajo ciertas con- 
diciones puede oclirrir (11). 
La actividad d e  adenil ciclasa se ha detectado en 
todas las c 6 l u l a s  animales estudiadas (12), [excepto en eri- 
trocitos caninos (6)], en sistemas eucariotes inferiores ta- 
les como protozoarios (13), hongos (B), levaduras (14) y tam- 
bi6n e n  bacterias (15), (16). 
En las plantas superiores no existen evidencias con- 
cluyentes sobre la existencia d e  AMPc ni de las enzimas impli- 
cadas en s u  sfntesis (17). 
En todas las cglulas eucariotes estudiadas, la ade- 
nil ciclasa s e  encuentra asociada a membrana plasmdtica, sien- 
d o  excepcidn a esta regla la enzima d e  10s tdbulos seminiferos 
cuya localizaci6n es citoplasmdtica (18) (9). Davoren y 
Sutherland (19) demostraron que la adeni 1 ciclasa d e  eri troci- 
t o s  de paloma sedimentaba con una fracci6n particulada, que 
n o  estd localizada predominantemente en la fracci6n mitocon- 
drial y que podia s e r  separada d e  contaminante nucleares por 
centrifugaci6n en soluciones d e  glicerol a1 20%. Una demostra- 
ci6n definitiva d e  la localizaci6n de esta enzima la realiza- 
ron Rodbell y colaboradores (20) a1 establecer la existencia 
de actividad de adenil ciclasa en membranas plasmdticas de 
hepatocitos, purificadas por el mgtodo de Neville (21). 
Existen trabajos que describen la existencia de ac- 
tividad de adenil ciclasa asociadas a organellas subcelulares 
tales como microsomas (22), nQcleos (23) y retrculo endoplbs- 
mico (24); sin embargo, en ninguno d e  estos casos las bajas 
a c t i v i d a d e s  e n c o n t r a d a s  d e m u e s t r a n  f e h a c i e n t e m e n t e  que no 
e x i s t a n  c o n t a m i n a c i o n e s  d e  membranas p l a s m d t i c a s  ( 2 5 ) .  
En o r g a n i s m o s  e u c a r i o t e s  i n f e r i o r e s  y b a c t e r i a s ,  
como s e  v e r 6  mbs a d e l a n t e ,  l a  a s o c i a c i 6 n  de l a  e n z i m a  a  l a  
membrana e n  muchos c a s o s  es  b a s t a n t e  d e b i l .  
11 -2 .  Componentes p r o t e i c o s  d e l  s i s t e m a  a d e n i l  c i c l a s a  
h o r m o n o - s e n s i  b l e .  
S i  b i e n  e n  u n  p r i n c i p i o  s e  s u p u s o  que e l  s i t i o  de  
u n i d n  de l a  hormona y e l  s i t i o  c a t a l i t i c o  de l a  e n z i m a  
e s t a b a n  l o c a l i z a d o s  e n  l a  misma cadena  p o l i p e p t i d i c a  
( 2 6 ) ,  p o s t e r i o r m e n t e ,  R o b i n s o n ,  B U t c h e r  y S u t h e r l a n d  e n  1967 
( 2 7 )  p r o p u s i e r o n  ,un m o d e l o  que asumfa  p a r a  l a  e n z i m a ,  l a  e x i s -  
t e n c i a  de dos  s u b u n i d a d e s  c o n  una o r i e n t a c i d n  d i r e c c i o n a l  e s -  
p e c i f i c a  ( f i g u r a  3 ) .  E l  r e c e p t o r ,  i n t e r a c c i o n a r i a  p o r  e l  l a d o  
e x t e r n o  d e  l a  membrana c o n  l a  hormona c o r r e s p o n d i e n t e  l o  c u a l  
l l e v a r i a  a  una a l t e r a c i 6 n  d e  l a  s u b u n i d a d  c a t a l i t i c a  d e  l a  
e n z i m a  e n  l a  c a r a  i n t e r n a  de l a  membrana, p r o v o c a n d o  una a c t i -  
v a c i 6 n  de l a  misma. 
En e s t e  momento, e s t d  c l a r o  que  10s  r e c e p t o r e s  h o r -  
m o n a l e s  s o n  p r o t e i n a s  d i f e r e n t e s  de l a  a d e n i l  c i c l a s a .  E s t a  
i d e a  s u r g i 6  p r i m e r a m e n t e  d e  e s t u d i o s  c i n 6 t i c o s  d e  a c t i v a c i 6 n  
de l a  a d e n i l  c i c l a s a ,  p a r t i c u l a r m e n t e  e n  membranas de a d i p o c i -  
t o s  e n  donde  una d i v e r s i d a d  d e  hormonas p a r a c e n  c o m p e t i r  p o r  
u n  nf imero f i j o  d e  m o l 6 c u l a s  d e  e n z i m a  ( 2 4 )  ( 2 8 ) .  O t r o s  a r g u -  
m e n t o s  r e s p e c t o  a  l a  no  i d e n t i d a d  d e l  r e c e p t o r  h o r m o n a l  y l a  
e n z i m a  s u r g i e r o n  d e  l a  o b s e r v a c i 6 n  d e  s u  i n d e p e n d i e n t e  r e g u -  
l a c i d n  o n t o g g n i c a  ( 2 9 )  ( 3 0 ) .  Schramm ( 3 1 )  o b s e r v 6  que  l a  
N - e t i l  m a l e i m i d a  i n a c t i v a b a  l a  a d e n i l  c i c l a s a  p e r 0  no d e s t r u i a  
l a  c a p a c i d a d  d e  u n i d n  de l i g a n d o s  a  10s  r e c e p t o r e s  (3 - a d r e n g r -  
g i c o s  de e r i t r o c i t o s  d e  a v e  y que l a  N,N-diciclohexilcarbodii- 
Horm 
Fi  gura 3. Modelo de Robinson y colaboradores de 10s componentes protei  - 
cos del sistema adenil c iclasa asociada a membranas. 
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mida i n h i b i a  l a  unidn d e l  l i g a n d o  i o d o h i d r o x i b e n c i l p i n d o l o l  
a  s i t i o s  (? -adrenrZrgicos,  a  c o n c e n t r a c i o n e s  que no a f e c t a b a n  
l a  a c t i v i d a d  e n z i m d t i c a  ( 3 2 ) .  
Por o t r o  l a d o ,  Inse l  y c o l a b o r a d o r e s  ( 3 3 )  demost ra-  
ron que dos c l o n e s  de c 6 l u l a s  p r o v e n i e n t e s  de hepatoma de r a -  
t a  y  de una v a r i a n t e  de l infoma de r a t 6 n  S49, que e r a n  d e f i -  
c i e n t e s  f e n o t i p i c a m e n t e  en a d e n i l  c i c l a s a ,  pose ian  r e c e p t o r e s  
( 3 - a d r e n e r g i c o s .  Es to  e s  i n d i c a t i v o  de l a  e x i s t e n c i a  de dos 
p r o t e i n a s  d i f e r e n t e s .  F ina lmente  ambas e s t r u c t u r a s ,  r e c e p t o r  
y  enzima,  pudieron  s e r  s e p a r a d a s  f i s i c a m e n t e  y c a r a c t e r i z a d a s  
molecularmente  ( 3 4 )  ( 3 5 ) .  
Rodbell  propuso u n  modelo a r t e r n a t i v o  a1 de 
Sutherland en e l  c u a l  i n t r o d u c f a  una e n t i d a d  con f u n c i d n  de 
i n t e r m e d i a r i o  e n t r e  e l  r e c e p t o r  y l a  unidad c a t a l i t i c a  ( 3 6 ) .  
Cuando s e  obse rv6  e l  r e q u e r i m i e n t o  de n u c l e d t i d o s  de guanina 
pa ra  l a  a c t i v a c i 6 n  hormonal s e  l e  a t r i b u y d  a1 i n t e r m e d i a r i o  
o  p r o t e i n a  r e g u l a t o r i a  posee r  e l  s i t i o  de uni6n para  d i c h o  
n u c l e 6 t i d o .  
La e x i s t e n c i a  de p r o t e i n a s  r e g u l a t o r i a s  f u e  demos- 
t r a d a  por P f e u f f e r ,  que mediante  e l  uso de una columna de a f i -  
nidad GTP-agarosa l o g r a  s e p a r a r l a  de l a  a c t i v i d a d  a d e n i l a t o  c i -  
c l a s a  ( 3 7 )  ( 3 8 ) ,  m i e n t r a s  que Ross y Gilman l o  conf i rmaron  por 
medio de e s t u d i o s  g e n e t i c o s .  
Asi pues ,  a c t u a l m e n t e  s e  supone que l a  a d e n i l  c i c l a s a  
s e n s i b l e  a  hormonas c o n s t a  a 1  menos de t r e s  t i p o s  de p r o t e i n a s :  
r e c e p t o r  ( R ) ,  p r o t e i n a  r e g u l a t o r i a  ( N )  y  componente c a t a l i t i c o  
( c >  ( 3 9 ) .  
11-2.1. Componente c a t a l i t i c o  (C) .  
Poco e s  l o  que s e  conoce a c e r c a  de l a s  p rop iedades  
d e l  componente c a t a l i t i c o  (C) de  l a  a d e n i l  c i c l a s a .  Es to  s e  de-  
be a  su l a b i l i d a d  y d i f i c u l t a d  en o b t e n e r  p r e p a r a c i o n e s  p u r i f i -  
c a d a s  de l a  p r o t e i n a .  
La m e j o r  p r e p a r a c i d n  d e l  componen te  c a t a l i t i c o  p a r a  
s u  c a r a c t e r i z a c i 6 n  se  o b t u v o  de un  e x t r a c t 0  d e  membranas p l a s -  
m d t i c a s  de una v h r i a n t e  de l i n f o m a  S49 que e s  c a r e n t e  en com- 
p o n e n t e  r e g u l a f o r i o  ( 4 0 )  ( 4 1 ) .  De e s t a  manera  s e  pudo d e t e r m i -  
n a r  p a r a  e s t a  p r o t e i n a  que:  
2-  
- l a  a c t i v i d a d  de l a  a d e n i l  c i c l a s a  c o n  Mg-ATP e s  menor  d e l  
2- 1 0 %  de l a  a c t i v i d a d  c o n  Mn-ATP . 
- e s t a  a c t i v i d a d  no es  e s t i m u l a d a  p o r  hormonas,  i 6 n  f l o r u r o  
o  n u c l e d t i d o s  de g u a n i n a .  
- es  s e n s i b l e  a1 c a l e n t a m i e n t o  s u a v e  y a  a g e n t e s  que r e a c c i o -  
n a n  c o n  g r u p o s  s u l f h i d r i  10s .  
- Ross y c o l a b o r a d o r e s  d e t e r m i n a r o n  p a r a  e l  componen te  c a t a l i -  
t i c o  de d i c h a  v a r i a n t e  u n  p e s o  m o l e c u l a r  de  190 .000  D ( 4 1 ) .  
En 1 9 8 1  Ross o b t u v o  l a  s e p a r a c i d n  de C y N m e d i a n t e  
l a  s o l u b i l i z a c i 6 n  d e  l a  a d e n i l  c i c l a s a  de h e p a t o c i t o s  c o n  c o -  
l a t o  d e  s o d i o  y a l t a  f u e r z a  i 6 n i c a  ( 4 2 ) .  La  c a r a c t e r i z a c i 6 n  
de C e n  e s t a  p r e p a r a c i 6 n  a r r o j 6  r e s u l t a d o s  s i m i l a r e s  a  10s  a1 -  
c a n z a d o s  e n  l a  v a r i a n t e  d e  l i n f o m a  S49. 
Una a d e n i l  c i c l a s a  s o l u b l e ,  i n s e n s i b l e  a  hormonas 
y d e p e n d i e n t e  de s e  e n c o n t r d  e n  t e s t - f c u l o  ( 4 3 )  ( 1 8 ) .  Es-  
t a  e n z i m a  s i n  embargo n o  i n t e r a c t i j a  c o n  e l  componen te  N e n  
s i s t e m a s  r e c o n s t i t u i d o s  ( 4 0 ) .  
11-2,2.  Compo_nente r e g u l a t o r i o  ( N ) .  
U l t i m a m e n t e  1 0 s  e s t u d i o s  d e l  s i s t e m a  a d e n i l  c i c l a s a  
s e  han  f o c a l i z a d o  e n  e l  componen te  r e g u l a t o r i o .  Como se d e s c r i -  
b i 6  a n t e r i o r m e n t e ,  l a  e x i s t e n c i a  d e  e s t a  p r o t e i n a  s e  d e m o s t r 6  
p o r  c r o m a t o g r a f i a  de a f i n i d a d  GTP-agarosa ( 3 8 ) .  E l  componen te  
N i n t e r a c c i o n a  c o n  g u a n i l  n u c l e 6 t i d o s  y s u s  a n d l o g o s  no h i d r o -  
z a b l e s .  Tal propiedad ha s i d o  conf i rmada con l a  p r o t e i n a  p u r i -  
f i c a d a  ( 4 5 ) .  
La e x i s t e n c i a  de u n  s i t i o  de uni6n pa ra  g u a n i l  n u -  
c l e 6 t i d o s  en N f u e  i n i c i a l m e n t e  s u g e r i d a  por l a  capac idad  de 
r e t e n e r  l a  p r o t e i n a  por  columnas de a f i n i d a d  c o n t e n i e n d o  GTP 
y por 10s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  a1 "marcar"  l a s  membranas de 
e r i  t r o c i  t o  con E ~ * P ] G T P -  d - a z i d o a n i  1  i d a .  Es ta  131 t ima e v i d e n c i a  
r e v e l 6  l a  p r e s e n c i a  de una p r o t e i n a  de p e s o ' m o l e c u l a r  42.000D 
que p o d r i a  s e r  p a r t e  i n t e g r a n t e  de N ( 3 8 ) .  El componente N e s  
ademds p o r t a d o r  de una a c t i v i d a d  GTPgsica ( 4 6 ) .  
El componente N tambign c o n t i e n e  u n  s i t i o  para  l a  
i n t e r a c c i 6 n  con l a  t o x i n a  d e l  c d l e r a .  Es ta  t o x i n a  e s t i m u l a  
l a  a d e n i l  c i c l a s a  como r e s u l t a d o  a  l a  ADP-r ibos i l ac i6n  de l  com- 
ponente  N en p r e s e n c i a  de NAD ( 4 6 ) .  Dicha ADP-r ibos i l ac i6n  
causa  l a  i n h i b i c i d n  de l a  r e f e r i d a  a c t i v i d a d  GTPdsica que e s  
fundamental  pa ra  l a  d e s a c t i v a c i d n  de l a  enzima ( 4 7 ) .  Cuando 
s e  incubaron  membranas p l a s m d t i c a s  de e r i t r o c i t o  con [ 3 2 ~ ] ~ ~ ~  
y t 6 x i n a  de l  c d l e r a ,  s e  e v i d e n c i 6  que e l  componente r i b o s i l a b l e  
e s  una p r o t e i n a  de 42.000D. 
La magnitud de l a  m o d i f i c a c i 6 n  de l a  p r o t e i n a  s e  
c o r r e l a c i o n a b a  con l a  a c t i v a c i 6 n  de l a  enzima. Pos te r io rmen-  
t e  s e  demostrd que dos p r o t e f n a s  en membranas de c 6 l u l a s  de l  
l infoma S49 s e  marcaban e s p e c f f i c a m e n t e  con t d x i n a  d e l  c d l e -  
r a  y e l l a s  pose ian  u n  peso m o l e c u l a r  de 45.000 y 5 2 . 0 0 0  D ,  
m i e n t r a s  que no hab ia  marcaci6n de l a  p r o t e i n a  en l a  v a r i a n -  
t e  c a r e n t e  d e l  componente N .  
Northurp y c o l a b o r a d o r e s  ( 4 9 ) ,  t r a b a j a n d o  con mem- 
b ranas  de h igado de c o n e j o ,  l l e v a r o n  a  cab0 l a  p u r i f i c a c i d n  
d e l  componente r e g u l a t o r i o ;  e l  a n d l i s i s  de l a  p r e p a r a c i 6 n  i n -  
d i c 6  que e s t a b a  compuesta por t r e s  p o l i p e p t i d o s  con pesos mo- 
l e c u l a r e s  aproximados a  52.000,  45.000 y 35.000 D.  
Funcionalmente s e  han d i s t i n g u i d o  dos t i p o s  de un i -  
dades N ,  una l lamada Ns que media 1 0 s  p rocesos  de e s t i m u l a c i d n  
y o t r a  Ni que e s t d  i n c o l u c r a d a  en l a  i n h i b i c i d n  de  l a  a d e n i l  
c i c l a s a  ( 5 0 ) .  Ns e s t d  formada p o r  d o s  s u b u n i d a d e s ,  una de  
35 .000  D ( ( 3 )  y o t r a  de  42-45.000 D (a') ( 5 1 ) .  La a c t i v a c i 6 n  
d e  Ns e s  e l  p a s o  l i m i t a n t e  de  l a  v e l o c i d a d  de  a c t i v a c i 6 n  de  
l a  enz ima y e s  p r o b a b l e m e n t e  e l  r e s u l t a d o  de  l a  d i s o c i a c i d n  
de  l a s  dos  s u b u n i d a d e s ,  d e p e n d i e n t e  de  M ~ - G T P ~ - .  El s i t i o  pa- 
r a  G T P  e s t d  l o c a l i z a d o  en l a  p r o t e i n a  de  mayor pe so  m o l e c u l a r  
a1 i g u a l  que  e l  d e  ADP-ri b o s i l a c i 6 n .  R e c i e n t e s  e s t u d i o s  s u g i e -  
r e n  que Ni t ambi6n  e s t d  compues ta  po r  dps  s u b u n i d a d e s ,  una 
de  35 .000  D ( )  p r o b a b l e m e n t e  i d C n t i c a  a  l a  de  Ns, y una de  
39 .000-41 .000  D (oc) l a  c u a l  puede s e r  A D P - r i b o s i l a d a  e s p e c i -  
f i c a m e n t e  p o r  l a  tox ima de  B o r d e t e l l a  p e r t u s s i s  ( 5 2 )  ( 5 3 ) .  
1 1 - 2 , 3 .  R e c e p t o r  hormonal ( R ) .  
Muchas hormonas e j e r c e n  s u  a c c i 6 n  p o r  a l t e r a c i 6 n  
de  l a  a c t i v i d a d  d e  l a  a d e n i l  c i c l a s a .  E s t a s  ac tGan  u n i g n d o s e  
e s p e c i f i c a m e n t e  a  una p r o t e i n a  r e c e p t o r a  ( R )  que  e s t d  e x p u e s -  
t a  en l a  s u p e r f i c i e  e x t e r n a  de  l a  membrana p l a s m d t i c a ;  e l  
r e c e p t o r  ocupado  i n t e r a c t t i a i n d i r e c t a m e n t e  con l a  e n z i m a .  
De a c u e r d o  a  l a s  e v i d e n c i a s  o b t e n i d a s  por  C a s s e l  
y S e l i n g e r  ( 4 7 )  e l  c o m p l e j o  r e c e p t o r - h o r m o n a  d e t e r m i n a  a  n i -  
v e l  de  componente  N ,  e l  i n t e r c a m b i o  de  G D P  p o r  GTP ( v e r  mds 
a d e l a n t e ) .  
11-3 .  Regulac iBn  p o r  GTP. 
K i p n i s  y c o l a b o r a d o r e s  f u e r o n  1 0 s  p r i m e r o s  en demos- 
t r a r  que e l  GTP y d e r i v a d o s  e j e r c e n  d i v e r s o s  e f e c t o s  ( e s t i m u -  
l a d o r e s  e  i n h i b i d o r e s )  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  de  a d e n i l  c i c l a s a  
( 5 8 ) .  La i n t e n s i d a d  y n a t u r a l e z a  d e l  e f e c t o  s o b r e  l a  enzima 
e s  d e p e n d i e n t e  d e l  t i p 0  de  n u c l e 6 t i d 0 ,  l a  hormona,  e l  t i p 0  
de c e l u l a ,  f u e r z a  i d n i c a ,  c o n c e n t r a c i d n  de c a t i o n e s ,  e t c  ( 5 9 ) .  
La o b s e r v a c i 6 n  c l a v e  s o b r e  l a  p o s i b l e  f u n c i 6 n  d e l  
GTP, f u 6  que e s t e  n u c l e 6 t i d o  e s  u n  r e q u e r i m i e n t o  a b s o l u t o  pa -  
r a  l a  e s t i m u l a c i d n  h o r m o n a l  de  l a  a d e n i l  c i c l a s a  ( 6 0 ) .  E s t o  
f u e  c o r r o b o r a d o  p o s t e r i o r m e n t e  e n  d i f e r e n t e s  t i  pos de c 6 l  u l a s  
( 6 1 ) .  
En 10s d l t i m o s  aRos s e  ha d e m o s t r a d o  ademds l a  i n h i -  
b i c i 6 n  de l a  a c t i v i d a d  de l a  a d e n i l  c i c l a s a  p o r  n e u r o t r a n s m i -  
s o r e s  ( 6 2 )  que r e q u i e r e  d e  l a  p r e s e n c i a  d e  GTP. 
Una c a r g c t e r i s t i c a  que t j e n e n  10s  n u c l e d t i d o s  de 
g u a n o s i n a  es l a  de modi f icar  l a  c i n e t i c a  de i n t e r a c c i 6 n  e n t r e  
e l  r e c e p t o r  y l a  hormona.  R o d b e l l  y c o l a b o r a d o r e s  ( 6 3 ) ,  e s t u -  
d i a n d o  l a  a d e n i l  c i c l a s a  de membranas de h f g a d o  de r a t a ,  f u e -  
r o n  10s p r i m e r o s  e n  o b s e r v a r  que 10s  n u c l e 6 t i d o s  de g u a n o s i -  
na d i s m i n u y e n  l a  a f i n i d a d  d e l  r e c e p t o r  p o r  l a  hormona,  dando 
como r e s u l t a d o  u n  aurnento d e  l a  v e l o c i d a d  de d i s o c i a c i 6 n  d e l  
c o m p l e j o  h o r m o n a - r e c e p t o r .  E s t e  e f e c t o ,  que ha s i d o  d e s c r i p -  
t o  c o n  p o s t e r i o r i d a d  p a r a  r e c e p t o r e s  de g l u c a g 6 n  ( 6 4 ) ,  p r o s -  
t a g l a n d i n a  E, ( 6 5 )  y a g o n i s t a s  p - a d r e n e r g i c o s  ( 6 6 ) ,  e s  e s p e -  
c i f i c o  p a r a  10s  l i g a n d o s  a g o n i s t a s  y no m o d i f i c a  l a  i n t e r a c -  
c i d n  r e c e p t o r - a n t a g o n i s t a  ( 6 7 )  ( 6 8 ) .  
E s t u d i o s  r e a l i z a d o s  emp leando  a n d l o g o s  d e l  GTP no 
h i d r o l  i z a b l e s ,  t a l e s  como: Gpp(NH)p, Gpp(CH2)p,  GTP- d - s ,  d e -  
m o s t r a r o n  que l a  a c t i v a c i 6 n  de l a  a d e n i l  c i c l a s a ,  e n  e s t o s  
c a s o s ,  s e  p r o d u c e  e n  a u s e n c i a  de hormona,  l l e g a n d o  a  v a l o r e s  
s u p e r i o r e s  que 10s  que s e  o b t i e n e  c o n  f l u o r u r o  o  GTP mds h o r -  
mona. E s t e  p r o c e s o  e s  muy p o c o  r e v e r s i b l e  ( 6 9 ) .  P o s t e r i o r m e n -  
t e ,  s e  d e m o s t r 6  que l a  hormona p r o d u c i a  un  i n c r e m e n t 0  e n  l a  
v e l o c i d a d  d e  a c t i v a c i 6 n  de l a  e n z i m a  p o r  e l  Gpp(NH)p,  s i n  mo- 
d i f i c a r  l a  a c t i v i d a d  f i n a l  a l c a n z a d a  ( 7 0 ) .  
C a s s e l  y S e l i n g e r  r e c o n o c i e r o n  l a  e x i s t e n c i a  e n  mem- 
b r a n a s  de e r i t r o c i t o  de p a v o  de una a c t i v i d a d  h i d r o l f t i c a  d e l  
GTP (GTPasa) e s t i m u l a b l e  p o r  c a t e c o l a m i n a s  e i n h i b i b l e  p o r  
enterotoxina del c6lera (47). 
En base a sus hallazgos, 10s autores propusieron 
un modelo (figura 4 )  segCln el cual el estado activo de la en- 
zima es el complejo C - N - G T P ,  la hidrblisis del nucle6tido por 
la GTPasa disocia dScho complejo. SegSn este modelo, la inhi- 
bici6n d e  la hidr6lisis del GTP por la enterotoxina del c6- 
lera o el reemplazo del GTP por un andlogo no hidrolizable, 
originarian una sustancial activacidn de la adenil ciclasa 
por estabilizaci6n del complejo antedicho. 
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Toxina del d l e r a  
Figura 4. Modelo propuesto por Cassel y Selinger para explicar la acti- 
vaci6n de la adenil ciclasa por GTP y toxina del c6lera. 
E l  c o m p l e j o  r e c e p t o r - h o r m o n a  ( H . R )  d e t e r m i n a r i a  a  
su  vez e l  i n t e r c a m b i o  de GDP p o r  GTP a  n i v e l  de N. Una cues-  
t i d n  i m p o r t a n t e  de e s t e  modelo ,  es  que e x p l i c a  cdmo l a  a d e n i l  
c i c l a s a  puede s e r  r e g u l a d a  de ambos l a d o s  de l a  membrana ce-  
l u l a r :  p o r  e l  l a d o  e x t e r n o  m e d i a n t e  l a  a c t i v a c i 6 n  hormonal  
d e l  r e c e p t o r ,  y  p o r  e l  l a d o  i n t e r n o  a  travc5s de agen tes  capa-  
ces  de b l o q u e a r  o  m o d i f i c a r  l a  a c t i v i d a d  GTP-ds ica ( 7 2 ) ,  co -  
mo p o r  e j e m p l o  l a  e n t e r o t o x i n a  d e l  c 6 l e r a .  
11-4. A c t i v a c i B n  p o r  t o x i n a  d e l  c 6 l e r a .  
E l  c 6 l e r a  es una en fe rmedad p r o d u c i d a  p o r  una e n t e -  
r o t o x i n a  s e c r e t a d a  p o r  e l  V i b r i o  c h o l e r a e .  E s t a  t o x i n a  causa  
un  aumento d e l  f l u j o  s a l i n o  desde l a  s e r o s a  a1 lumen d e l  
i n t e s t i n o  d e l g a d o  y  como c o n s e c u e n c i a  de e l l o  10s en fe rmos  
e x p e r i m e n t a n  una g r a v e  d e s h i d r a t a c i 6 n  ( 7 3 )  ( 7 4 ) .  
E l  f l u j o  s a l i n o  y  10s cambios a s o c i a d o s  son acompa- 
Aados p o r  un i n c r e m e n t 0  de 10s n i v e l e s  i n t r a c e l u l a r e s  de AMP 
c i c l i c o .  E s t a  p r o t e r n a  a c t i v a  l a  a d e n i l  c i c l a s a  s e n s i b l e  a  
hormonas de p r a c t i c a m e n t e  t o d a s  l a s  cc5 lu las  a n i m a l e s  e s t u d i a -  
das ( 7 5 ) .  
La m o l 6 c u l a  de l a  e n t e r o t o x i n a  e s t d  fo rmada p o r  dos 
subun idades  de 29.0000 ( p r o t e T n a  A )  y  54.000D ( p r o t e i n a  B ) ,  
r e s p e c t i v a m e n t e .  A su  vez ,  l a  p r o t e f n a  A e s t d  c o n s t i t u f d a  p o r  
2  f r a g m e n t o s .  A1 (25.0000) y  A 2  (7.000D).  cuya  a s o c i a c i d n  e s -  
t 8  dada p o r  p u e n t e s  d i s u l f u r o  ( 7 6 ) .  
La s e c u e n c i a  de e v e n t o s  i n v o l u c r a d o s  en l a  a c c i 6 n  
de e s t a  t o x i n a ,  se  i n i c i a  c o n  l a  i n t e r a c c i 6 n  de l a  misma con  
su  r e c e p t o r  en  l a  membrana p l a s m d t i c a .  E s t e  r e c e p t o r ,  e l  E- 
n o s i a l o - g a n g l i b s i d o  GM1, e s t d  p r e s e n t e  en  l a  membrana p lasma-  
t i c a  de c a s i  t o d a s  l a s  c 6 l u l a s  de m a m i f e r o s  ( 7 7 )  y  su  i n t e r -  
a c c i 6 n  con  l a  e n t e r o t o x i n a  se  p r o d u c e  a  n i v e l  de l a  p r o t e i n a  
B ( 7 3 )  ( 78 ) .  Luego de e l l o ,  l a  p r o t e f n a  A se s e p a r a  d e l  com- 
p l e j o  g a n g l i b s i d o - p r o t e i n a  B  y o c u r r e  l a  r e d u c c i d n  de 1 0 s  puen-  
t e s  d i s u l f u r o  que c o n e c t a n  l a s  s u b u n i d a d e s  A1 y  A2. La s u b u n i -  
d a d  A1 es l a  que f i n a l m e n t e  a c t i v a  l a  a d e n i l  c i c l a s a  ( 7 9 )  ( 8 0 ) .  
~ e g 6 n  e l  m o d e l o  p r o p u e s t o  p o r  C a s s e l  y S e l i n g e r  ( f i -  
gura 4 ) ,  l a  a c t l v a e i b n  de l a  a d e n i l  c i c l a s a  s e  debe a  una i n -  
h i b i c i 6 n  de l a  GTP-asa. 
En 1 9 7 5 . ( 8 0 ) ,  G i l l  d e m o s t r d  que s e  r e q u e r i a  N A D  c o -  
mo c o f a c t o r  p a r a  l a  a c c i b n  de l a  t o x i n a .  
P o s t e r i o r m e n t e ,  s e  d e s c u b r i d  que l a  s u b u n i d a d  a c t i -  
v a  de l a  t o x i n a  t i e n e  a c t i v i d a d  de a d e n o s i n a  r i b o s i l  t r a n s f e -  
r a s a  (E.C.3.2.2.5) ,  es  d e c i r  e s  capaz  de c a t a l i z a r  l a  s i g u i e n  
t e  r e a c c i d n ,  l l a m a d a  comunmente A D P - r i b o s i l a c i e n  ( 8 1 ) :  
NAD+ + ACEPTOR PROTEICO-ACCEPTOR PROTEICO-ri bosi  1 -ADP + NICOTINAMIDA 
En e l  c a s o  de l a  t o x i n a  d e l  c d l e r a ,  e l  r e c e p t o r  es  
e l  componen te  Ns, c u y a  a c t i v i d a d  GTP-asa es  i n h i b i d a  p o r  e l  
p r o c e s o  d e  A B P - r i b o s i l a c i 6 n  ( 4 7 ) .  
La e n t e r o t o x i n a  u t i l i z a  como s u s t r a t o  a  l a  s u b u n i -  
d a d  d de l a  p r o t e i n a  Ns que c o n s t i t u y e  e l  componen te  r e g u l a -  
t o r i o .  
11 -5 .  E f e c t o  de l a  t o x i n a  d e  l a  B o r d e t e l l a  p e r t u s s i s .  
La  B o r d e t e l l a  p e r t u s s i s  e s  e l  a g e n t e  p r o d u c t o r  de  
l a  t o s  f e r i n a .  E s t e  b a c i l o  s e c r e t a  una t o x i n a ,  comunmente I l a -  
mada t o x i n a  p e r t u s s i s  (82 )  ( 8 3 ) .  
E s t a  t o x i n a ,  s e  ha  d e m o s t r a d o  ( 8 4 )  ( 8 5 )  que A D P - r i -  
b o s i l a  u n  p g p t i d o  d e  p e s o  m o l e c u l a r  a p r o s i m a d a m e n t e  i g u a l  a  
40.000DY que d i f i e r e  d e l  p o l i p g p t i d o  que m o d i f i c a  l a  e n t e r o -  
t o x i n a  d e l  c d l e r a .  
E l  s u s t r a t o  d e  l a  t o x i n a  p e r t u s s i s  r e p r e s e n t a  l a  
s u b u n i d a d  d de l a  p r o t e i n a  N i ,  que f o r m a  p a r t e  d e l  componen- 
t e  r e g u l a t o r i o  de  l a  a d e n i l  c i c l a s a .  Como c o n s e c u e n c i a  de e s -  
t a  m o d i f i c a c i b n  s e  p r o d u c e  una a t e n u a c i 6 n  e n  l a  i n h i b i c i d n ,  
m e d i a d a  p o r  hormonas,  d e  l a  a d e n i l  c i c l a s a  ( 8 6 )  ( 8 7 )  ( 8 8 ) .  
11-6 .  E f e c t o  d e l  i 6 n  f l u o r u r o .  
S u t h e r l a n d  y c o l a b o r a d o r e s  e n  1958 ( 4 )  (6), e n c o n -  
t r a r o n  que e l  i 6 n  f l u o r u r o  e s t i m u l a b a  l a  a d e n i l  c i c l a s a .  Ac-  
t u a l m e n t e  e s t e  e f e c t o  s e  puede g e n e r a l i z a r  a  t o d a s  l a s  a d e n i l  
c i c l a s a s  d e s c r i p t a s  e n  o r g a n i s m o s  e u c a r i o t e s ,  c o n  e x c e p c i 6 n  
2t de a q u e l l a s  que s o n  d e p e n d i e n t e s  de Mn . 
E l  f l u o r u r o  n o  c a u s a  una a c u m u l a c i 6 n  de AMP c i c l i -  
c o  e n  p r e p a r a c i o n e s  c e l u l a r e s  " i n  v i v o "  (7), e s  d e c i r  que l a  
a c t i v a c i d n  e n  c g l u l a s  i n t a c t a s  no s e  p r o d u c e .  
E l  mecan ismo p o r  e l  c u a l  e l  i 6 n  F- a c t i v a  l a  a d e n i l  
c i c l a s a  es  abn  b a s t a n t e  p o c o  c o n o c i d o ,  aunque s f  s e  sabe  que 
no s e  debe  a 1  e f e c t o  i n h i b i t o r i o  d e l  i 6 n  s o b r e  una ATP-asa 
(ATP f o s f o h i d r o l a s a ,  E.C.3,6.1.3.), y a  que l a  a c t i v a c i d n  s e  
m a n i f i e s t a  a  c o n c e n t r a c i o n e s  a l t a s  de A T P  o  aun  e x i s t i e n d o  
e n  e l  m e d i o  u n  s i s t e m a  r e g e n e r a d o r  d e  ATP p a r a  m a n t e n a r  c o n s -  
t a n t e  l a  c o n c e n t r a c i 6 n  d e l  mismo. Ademds s e  s a b e  que e l  Km 
a p a r e n t e  d e l  A T P  no c a m b i a  d u r a n t e  l a  a c t i v a c i d n  p o r  e l  F - ( 8 9 ) .  
La  a c t i v a c i d n  p o r  i 6 n  F- r e q u i e r e  l a  p r e s e n c i a  de 
u n  a c t i 6 n  d i v a l e n t e  y e s  p o c o  r e v e r s i b l e  y d e p e n d i e n t e  d e l  
t i e m p o  y l a  t e m p e r a t u r a  ( 9 0 ) .  
E x i s t e n  c l a r a s  d i f e r e n c i a s  e n t r e  e l  p r o c e s o  a  t r a -  
v 6 s  d e l  c u a l  e l  F- a c t i v a  l a  a d e n i l  c i c l a s a  y l a  a c t i v a c i 6 n  
h o r m o n a l  de  l a  misma: 
1. L a s  a d e n i l  c i c l a s a s  s o l u b i l i z a d a s  p o r  d e t e r g e n t e s  p i e r d e n  
s u  c a p a c i d a d  d e  r e s p u e s t a  h o r m o n a l  y s i n  embargo,  m a n t i e -  
n e n  s u  s e n s i b i l i d a d  a1 F- ( 9 1 ) .  
2. La c o n c e n t r a c i d n  d e  F- que  da l u g a r  a  l a  m i t a d  de l a  e s t i -  
m u l a c i d n  m d ~ i m a  v a r f a  c o n  l a  t e m p e r a t u r a ,  m i e n t r a s  que  l a  
de l a s  hormonas no ( 9 2 ) .  
3. Las  c u r v a s  que r e p r e s e n t a n  e l  e f e c t o  d e l  F- r e s p e c t o  de 
s u  c o n c e n t r a c i 6 n  s o n  h i p e r b b l i c a s ,  s i n  embargo,  l a s  de 
l a s  hormonas no l o  s o n  ( 9 3 ) .  
4.  L a s  membranas c e l u l a r e s  que h a n  s i d o  t r a t a d a s  de t a l  mane- 
ra que a l t e r e n  s u s  l f p i d o s ,  p o s e e n  una  b a j a  r e s p u e s t a  h o r -  
m o n a l ,  s i n  s u f r i r  a l t e r a c i 6 n  e n  l a  que r e s p e c t a  a  l a  a c c i d n  
d e l  F - .  
Se ha d e m o s t r a d o  que  e l  F- es  c a p a z  de i n h i b i r  l a  
r e s p u e s t a  h o r m o n a l  d e  d e t e r m i n a d a s  a d e n i l  c i c l a s a s .  
Harwood y R o d b e l l  e n c o n t r a r o n  que e l  i d n  F - ,  a  tem- 
p e r a t u r a s  i n f e r i o r e s  a  1 0 s  30°C, i n h i b e  l a  a c c i 6 n  e s t i m u l a t o -  
r i a  de hormonas t a l e s  como ACTH y a d r e n a l i n a  ( 9 4 ) ,  i n d i c a n d o  
l a  i n d e p e n d e n c i a  de a c c i 6 n  s o b r e  e l  s i s t e m a  d e  l a  c i c l a s a  d e l  
f l u o r u r o  y l a s  hormonas.  La  i n t e r a c c i 6 n  e n t r e  l a  e s t i m u l a c i d n  
h o r m o n a l  y l a  d e l  f l u o r u r o  f u e  m e j o r  e s t u d i a d a  p o r  M a n g i a n i e -  
110 y Vaughan ( 9 5 ) ,  q u i e n e s  d e m o s t r a r o n  t r a b a j a n d o  c o n  a d e n i l  
c f c l a s a  d e  c 6 l u l a s  g r a s a s  que e l  F- e r a  c a p a z  de i n h i b i r  e l  
e f e c t o  e s t i m u l a d o r  d e l  i s o p r o t e r e n o l ,  m i e n t r a s  que e l  p i r o f o s -  
f a t o  ( 1 , 5  mM) a n u l a b a  e l  e f e c t o  a c t i v a d o r  d e l  F-  y  no a f e c t a -  
ba  l a  i n h i b i c i 6 n  d e l  e f e c t o  d e l  i s o p r o t e r e n o l ,  l o  c u a l  i n d i -  
c a  que ambos e f e c t o s  d e l  F- s o n  i n d e p e n d i e n t e s .  
P f e u f f e r  ( 3 8 )  d e m o s t r d  que l a  f r a c c i 6 n  p r o t e i c a  que 
s e  r e t e n i a  e n  l a  c o l u m n a  d e  a f i n i d a d  GTP-agarosa,  e r a  l a  que  
c o n f e r f a  s e n s i b i l i d a d  a 1  i 6 n  f l u o r u r o .  Es d e c i r ,  que e l  F -  
a c t t i a  s o b r e  e l  componen te  r e g u l a t o r i o  N. 
11- 7 . E f e c t o  de C a l m o d u l i n a .  
E l  c a 2 +  e s t l  i m p l i c a d o  e n  l a  r e g u l a c i d n  de una g r a n  
v a r i e d a d  de s i s t e m a s  e n z i m d t i c o s  y e n  l a  mayor  p a r t e  de 10s 
mecan ismos  d e  m o v i l i d a d  c e l u l a r  ( 9 9 ) .  La p o s i b i l i d a d  d e  que 
e l  c a 2 +  no a c t t i e  como c a t i d n  l i b r e  s i n o  a s o c i a d o  a  una p r o t e i -  
na e s p e c i f i c a ,  f u e  s u g e r i d o  p o r  Meyer  ( 1 0 0 ) .  
Ademds Cheung ( 1 0 1 )  p u r i f i c a n d o  l a  f o s f o d i e s t e r a s a  
de c e r e b r o  b o v i n o ,  e n c o n t r d  que u n  . f a c t o r  a c t i v a d o r  endo'geno 
s e  d i s o c i a b a  de l a  e n z i m a .  E s t e  m o d u l a d o r  r e q u i e r e  l a  p r e s e n -  
2+ 
c i a  d e  Ca p a r a  s u  a c c i 6 n  ( 1 0 2 )  y a c t d a  s o b r e  d i v e r s a s  e n z i -  
mas, como puede o b s e r v a r s e  e n  l a  t a b l a  1 ( 1 0 3 ) .  
2+ En b a s e  a  s u  r e q u e r i m i e n t o  a b s o l u t o  p o r  Ca y p o r  
s e r  p o s i b l e m e n t e  e l  p r i n c i p a l  r e c e p t o r  i n t r a c e l u l a r  d e l  m i s -  
mo, e l  f a c t o r  f u 6  l l a m a d o  c a l m o d u l i n a .  
En c u a n t o  a  s u  d i s t r i b u c i d n ,  f u e  h a l l a d o  e n  t o d o s  
1 0 s  t e j i d o s  e u c a r i o t e s .  Es un  p o l i p 6 p t i d o  d e  p e s o  m o l e c u l a r  
18 .000D,  de c a r d c t e r  a c i d 0  y e s t r u c t u r a  f l e x i b l e ,  e n  l a  que 
s e  e n c u e n t r a n  c u a t r o  s i t i o s  de u n i d n  p a r a  ca2+  m e d i a n t e  10s  
2+ c u a l e s ,  aunque c o n  menor  a f i n i d a d ,  u n e  Mn y M ~ ~ +  ( 1 0 4 ) .  
E l  p e p t i d o  a1 u n i r s e  a1 ca2+,  c a m b i a  s u  c o n f o r m a -  
c i d n  de manerd  t a l  que aumenta  l a  p o r c i d n  h e l i c o i d a l  de  l a  
m o l e c u l a  ( 1 0 5 ) .  
E l  mecan ismo g e n e r a l  de  a c c i d n  de l a  c a l m o d u l i n a  
s o b r e  una e n z i m a  E,  c o n s t a  de dos e t a p a s :  
Donde C M  e s  l a  c a l m o d u l i n a ,  e l  a s t e r i s c o  ( * )  i n d i -  
c a  un  c a m b i o  c o n f o r m a c i o n a l ,  e l  s u b i n d i c e  i n d i c a  e s t a d o  
i n a c t i v o  y e l  a c t i v o .  
T a n t o  e l  EGTA que c o m p l e j a  e l  ca2+, como 1 0 s  agen-  
tes  a n t i p s i c 6 t i c o s  c l o r o p r o m a z i d a  y t r i f l u o r o p e r a z i n a , q u e  se  
unen a1 c o m p l e j o  ca2: c a l m o d u l i n a ,  s o n  i n h i b i d o r e s  de l a  a c t i -  
2+ vacidn d e p e n d i e n t e  d e  Ca . 
E l  e f e c t o  de l a  c a l m o d u l i n a  ha s i d o  b i e n  c a r a c t e r i -  
z a d o  e n  c u a n t o  a  s u  a c c i d n  s o b r e  l a  f o s f o d i e s t e r a s a ,  donde  
A d e n i  1  c i  c l  a s a  
Guan i  1  c i  c l  asa  
F o s f o d i e s t e r a s a  d e  n u c l e 6 t i d o s  c f c l i c o s  
P r o t e i n a s  q u i n a s a s  d e p e n d i e n t e s  d e  Ca 2+ 
Q u i n a s a  de l a  f o s f o r i l a s a  
Q u i n a s a  d e  l a  cadena  l i g e r a  d e  m i o s i n a  
Q u i n a s a  d e  NAD 
A T P  t r i f o s f a t a s a  d e p e n d i e n t e  de Ca 2+ 
F o s f o r i  l a c i 6 n  de membranas 
Desarmado d e  m i c r o t ~ b u l o s  
F u n c i o n e s  p o s t s i n d p t i c a s  
F u n c i o n e s  n u c l e a r e s  
L i b e r a c i 6 n  d e  n e u r o t r a n s m i s o r e s  
T a b l a  I. Enz imas  y p r o c e s o s  c e l u l a r e s  r e g u l a d o s  p o r  
c a l m o d u l i n a .  
se ha  d e m o s t r a d o  l a  f o r m a c i 6 n  d e l  c o m p l e j o  a c t i v o  ( h o l o e n z i m a )  
e n  p r e s e n c i a  de ca2+  ( 1 0 6 ) .  
En 1975,  B r o s t o m  ( 1 0 7 )  y Cheung ( 1 0 8 )  d e m o s t r a r o n  
e l  r e q u e r i m i e n t o  de c a l m o d u l i n a  p a r a  que  e l  c a 2 +  e j e r z a  s u  
e f e c t o  e s t i m u l a t o r i o  s o b r e  l a  a d e n i l  c i c l a s a .  
En c e r e b r o  s e  e n c o n t r a r o n  dos f o r m a s  d i f e r e n t e s  d e  
a d e n i l  c i c l a s a ,  una e r a  c a p a z  de s e r  e s t i m u l a d a  p o r  c a l m o d u -  
l i n a  y l a  o t r a  i n s e n s i b l e ;  p e r 0  ambas i n h i b i b l e s  c o n  a l t a s  
2+ c o n c e n t r a c i o n e s  d e  Ca (109) .  
Tascano  y c o l a b o r a d o r e s  ( 1 1 0 ) ,  t r a b a j a n d o  c o n  l a  
e n z i m a  de c e r e b r o ,  s u g i r i e r o n  que  aa a c t i v a c i d n  d e  1 s  a d e n i l  
c i c l a s a  p o r  l a  c a l m o d u l i n a  r e q u e r i r i a  l a  p r e s e n c i a  d e l  compo- 
n e n t e  r e g u l a t o r i o  de  l a  enz ima .  S i n  embargo,  r e c i e n t e m e n t e  
N e e r  d e m o s t r d  que  e l  componen te  c a t a l i t i c o  s e p a r a d o  d e l  r e g u -  
l a d o r  e s  s e n s i b l e  a  l a  a c t i v a c i 6 n  p o r  c a l m o d u l i n a  ( 1 1 1 ) .  
Las  i m p l i c a c i o n e s  f u n c i o n a l e s  d e l  e f e c t o  de l a  c a l -  
m o d u l i n a  s o b r e  l a  a d e n i l  c i c l a s a  y l a  f o s f o d i e s t e r a s a  adn  no 
s e  c o n o c e n  c o n  e x a c t i t u d ,  E l  f l u j o  d e  c a 2 +  a  t r a v e s  de l a  mem- 
2  -! b r a n a  p l a s m t i t i c a  o  l a  l i b e r a c i d n  de Ca e n  r e s p u e s t a  a  u n  
e s t f m u l o ,  pueden  a c t i v a r  l a  a d e n i l  c i c l a s a  p r o v o c a n d o  u n  au -  
m e n t o  e n  10s n i v e l e s  d e  AMP c f c l i c o  i n t r a c e l u l a r .  E l  i n c r e m e n -  
2+ t o  e n  l a  c o n c e n t r a c i d n  d e  Ca puede e n t o n c e s  a c t i v a r  l a  f o s -  
f o d i e s t e r a s a  p a r a  r e s t a u r a r  e l  n i v e l  d e  AMP c i c l i c o  a  s u  e s -  
t a d 0  b a s a l ,  AsT pues ,  l a  a c t i v a c i 6 n  s e c u e n c i a l  de l a s  dos  e n -  
z i m a s  p o d r i a  o r i g i n a r  u n  aumento  t r a n s i t o r i o  y l o c a l  de 10s 
n i v e l e s  d e l  n u c l e d t i d o .  
R e g u l a c i 6 n  p o r  hormonas.  
Numerosas hormonas e j e r c e n  s u  a c c i 6 n  c e l u l a r  m o d i -  
f i c a n d o  l a  a c t i v i d a d  d e  l a  a d e n i l  c i c l a s a  ( 7 ) ,  l a  m a y o r f a  d e  
e l l a s  e j e r c e  u n  e f e c t o  a c t i v a d o r ,  m i e n t r a s  que o t r a s  como l a  
i n s u l i n a ,  e j e r c e n  u n  e f e c t o  i n h i b i t o r i o  de  l a  e n z i m a  ( 1 1 2 ) .  
E l  hecho  de que  hormonas muy d i f e r e n t e s  t e n g a n  c o -  
mo f i n  a c t i v a r  l a  a d e n i l  c i c l a s a ,  p a r e c e r i a  un  e f e c t o  i n e s p e -  
c i f i c o  s i  no  f u e r a  p o r  l a  e x i s t e n c i a  d e  10s r e c e p t o r e s  hormo-  
n a l e s ,  10s  c u a l e s  d i s c r i m i n a n  e n t r e  l a s  hormonas c i r c u l a n t e  
y a s e g u r a  e l  a c o p l a m i e n t o  c o n  l a  a d e n i l  c i c l a s a .  E s t a  f u n c i 6 n  
d i s c r i m i n a t o r i a  de 10s  r e c e p t o r e s  e s  e j e r c i d a  a  n i v e l  de  l a  
s u p e r f i c i e  e x t e r n a  de l a  membrana p l a s m d t i c a .  E s t o  se  e v i d e n -  
c i 6  p o r  e x p e r i m e n t o s  hechos  p o r  S a t o  ( 1 1 3 ) ,  q u i e n  d e m o s t r 6  
que ACTH u n i d a  c o v a l e n t e m e n t e  a  c e l u l o s a  es  c a p a z  de e s t i m u -  
l a r  l a  e s t e r o i d o g 4 n e s i s  m e d i a d a  p o r  AMP c i c l i c o  en c 6 l u l a s  
a d r e n a l e s  i n t a c t a s  y p o r  e x p e r i m e n t o s  d e l  g r u p o  de R o d b e l l  
( 1 1 4 ) ,  q u i e n  d e m o s t r d  que l a s  c 6 l u l a s  g r a s a s  a1 s e r  t r a t a d a s  
c o n  t r i p s i n a ,  p i e r d e n  l a  c a p a c i d a d  de r e s p u e s t a  d e l  s i s t e m a  
a d e n i l  c i c l a s a  a  d i f e r e n t e s  hormonas,  s i n  a f e c t a r  l a  a c t i v i -  
dad b a s a l  o  l a  r e s p u e s t a  a1 i b n  F - .  
Los  r e c e p t o r e s  s o n  e x t r e m a d a m e n t e  e s p e c i f i c o s  p a r a  
l a s  c a r a c t e r i s t i c a s  t o p o q u i m i c a s  d e  l a s  hormonas,  e s t o  s e  p u e -  
de  e v i d e n c i a r  e n  l a s  c g l u l a s  g r a s a s  p o r  l a  p r e s e n c i a  de c i n -  
c o  t i p o s  d e  r e c e p t o r e s ,  c a d a  uno  de 10s  c u a l e s  es  c a p a z  de 
a c t i v a r  l a  a d e n i l  c i c l a s a  ( 1 1 5 ) .  E s t o s  r e c e p t o r e s  d i s c r i m i n a n  
segt in  l a s  c a r a c t e r i s t i c a s  e s p e c i f i c a s  l o c a l e s  de l a  m o l 4 c u l a  
de hormona,  como p o r  e j e m p l o  p r e s e n t a n  una  n o t a b l e  e s t e r e o e s -  
p e c i f i c i d a d  p a r a  1 0 s  i s b m e r o s  de c a t e c o l a m i n a s  y b l o q u e a d o r e s  
- a d r e n g r g i c o s .  Reconocen d i f e r e n c i a s  s u t i  l e s  e n  1  a  e s t r u c -  
t u r a  de l a s  hormonas p e p t f d i c a s ,  t a l e s  como e l i m i n a c i d n  o  s u s -  
t i t u c i b n  d e  u n  r e s i d u o  a m i n o d c i d o  ( 1 1 6 ) .  R e s p e c t o  d e  e s t e  131- 
t i m o  p u n t o ,  s e  e n c o n t r d  que l a  e l i m i n a c i 6 n  d e l  p r i m e r  a m i n o -  
d c i d o  de g l u c a g d n ,  l a  h i s t i d i n a ,  r e d u c e  l a  a f i n i d a d  p o r  s u  
r e c e p t o r  unas 1 5  v e c e s .  
L o s  s i s t e m a s  d e  a c t i v a c i d n  d e  l a  a d e n i l  c i c l a s a  p o r  
d i f e r e n t e s  hormonas,  poseen  l a s  s i g u i e n t e s  c a r a c t e r i s t i c a s :  
1.- Las  f u n c t o n e s  d i s c r i m i n a t o r i a s  d e  10s r e c e p t o r e s  a c o p l a -  
dos  a  l a  a d e n i l  c i c l a s a  y l a  c o n s i g u i e n t e  a c t i v a c i 6 n  h o r m o n a l  
de l a  e n z i m a ,  'no r e q u i e r e n  de l a  i n t e g r i d a d  c e l u l a r .  A s i  p u e s ,  
10s  e s t u d i o s  c o n c e r n i e n t e s  a  l a s  p r o p i e d a d e s  d e  1 0 s  r e c e p t o -  
r e s  e n  s i s t e m a s  l ' i b r e s  de c b l u l a s ,  p r o p o r c i o n a n  una i n f o r m a -  
c i 6 n  v d l i d a  y a p l i c a b l e  a1 c o m p o r t a m i e n t o  d e l  r e c e p t o r  " i n  
v i v o "  ( 1 1 3 )  ( 1 1 7 ) .  
2 . -  La a c t i v a c i d n  h o r m o n a l  es  un  p r o c e s o  r d p i d o  y r e v e r s i b l e ,  
es  d e c i r ,  d e s a p a r e c e  a 1  e l i m i n a r  a  l a  hormona o  a1 a f i a d i r  u n  
a n t a g o n i s t a  ( 1 1 8 )  ( 1 1 9 ) .  
3 . -  Cada hormona e s t i m u l a  l a  a d e n i l  c i c l a s a  e n  u n  r a n g o  que 
l e  es p r o p i o .  
4. -  La e s t i m u l a c i 6 n  mdxima l o g r a d a  v a r f a  segGn l a  hormona de 
que se  t r a t e .  
5 . -  Los a n t a g o n i s t a s  e s p e c i f i c o s  b l o q u e a n  s o l a m e n t e  10s  e f e c -  
t o s  de 10s a g o n i s t a s  c o r r e s p o n d i e n t e s  y no 10s de o t r a s  h o r -  
monas. 
6 . -  Las hormonas a c t Q a n  desde  e l  l a d o  e x t e r n o  de l a  membrana 
p l a s m 8 t i c a .  
En l a  t a b l a  I 1  s e  d e s c r i b e n  l a s  p r i n c i p a l e s  hormo-  
nas  que m o d i f i c a n  l a  a c t i v i d a d  d e  l a  a d e n i l  c i c l a s a ,  e l  t e j i -  
do e n  e l  que a c t o a n  y l a  r e s p u e s t a  b i o l 6 g i c a  que p r o d u c e n .  
E x i s t e n  a l g u n a s  hormonas y n e u r o t r a n s m i s o r e s  que 
a c t u a n d o  v i a  r e c e p t o r e s  u n i d o s  a  membrana, i n d u c e n  r d p i d a  r e s -  
p u e s t a s  c e l u l a r e s ,  que s o n  m e d i a d a s  p o r  una d i s m i n u c i d n  de 
10s n i v e l e s  d e  AMP c f c l i c o .  E s t a  d i s m i n u c i d n  s e  debe a  l a  a c -  
c i d n  s o b r e  l a  a d e n i l  c i c l a s a .  E s t o  p e r m i t e  s u p o n e r  un compor -  
t a m i e n t o  d u a l  d e  l a  a c t i v i d a d  e n z i m d t i c a  p o r  hormonas,  m e d i a n -  
t e  r e c e p t o r e s  s e p a r a d o s  p a r a  10s e f e c t o s  a c t i v a d o r e s  e  i n h i -  
b i d o r e s  ( 2 7 )  ( t a b l a  111). 
La  i n h i b i c i d n  i n d u c i b l e  p o r  hormonas f u e  i n i c i a l m e n -  
t e  d e s c r i p t a  e n  u n  s i s t e m a  l i b r e  d e  c e l u l a s  ( 1 2 0 ) .  P o s t e r i o r -  
m e n t e  y s o b r e  t o d o  e n  10s  Q l t i m o s  aRos, se  han o b t e n i d o  m Q l -  
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Gl dndula sal ival 
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Efecto inotrBpico 
Secreci6n de ami- 
lasa 
Tejido adiposo Lipolisis 
Li beraciBn de 
acetilcolina 
Noradrenal i na Sistema Nervioso 
Gldndula pineal Sintesis de mela- 
notoni nas 
Adrenales Produccidn de 
Esteroides 
Tejido adiposo 
Ti roi des 
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Ti rotrof i na (TSH) Hidrolisis de 
Ti rogl obul i na 
Iodaci Bn 
OxidaciBn de 
gl ucosa 
Corteza renal 
Huesos 
Fosfaturia Hormona Parati roidea 
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~ o r m o n a  Luteizante(LH) Cuerpo luteo Sintesis de 
Esteroides 
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Prostaglandinas Hipofisis 
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Masculo esquel6tico 
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Tab1 a I I . Hormona, tejido u 6rgano y respuesta fisiol6gica que imp1 i- 
can a1 AMPc como segundo mensajero. 
t i p l e s  e v i d e n c i a s  de e s t e  fendmeno e n  una g r a n  v a r i e d a d  de 
t e j i d o s  ( 1 2 1 ) .  , 
E s t e  e f e c t o  i n h i b i t o r i o  p o r  p a r t e  d e  l a s  hormonas 
es  p o c o  c o n o c i d o ,  aunque e s t d  c l a r o  que s o n  n e c e s a r i a s  a l t a s  
c o n c e n t r a c i o n e s  de GTP p a r a  o b t e n e r  una i n h i b i c i 6 n  de l a  ade-  
n i l  c i c l a s a .  
R o d b e l l  p r o p u s o  que  cuando  e l  componen te  N i  f u e r a  
ocupado  p o r  e l  GTP, e r a  c a p a z  d e  i r l t e r a c c i o n a r  c o n  l a  s u b u n i -  
dad  c a t a l i t i c a  y a s i ,  g a t i l l a  l a  i n h i b i c i 6 n  ( 5 0 ) .  Hoy se s a -  
be  p o r  e s t u d i o s  r e c i e n t e s  ( 1 2 2 )  que  N i  e s t i m u l a  a  l a  s u b u n i -  
d a d  c a t a l i t i c a ,  p e r 0  d i c h a  e s t i m u l a c i d n  es  i n h i b i d a  p o r  10s  
r e c e p t o r e s  ocupados  p o r  l a s  hormonas i n h i b i t o r i a s .  B o c k a e r t  
y c o l a b o r a d o r e s  d e m o s t r a r o n  que e s t a  i n h i b i c i d n  es  d e b i d a  a  
una d i s m i n u c i d n  de l a  a f i n i d a d  d e l  M ~ ~ +  e n  e l  s i s t e m a .  
Es i m p o r t a n t e  d e s t a c a r ,  10s  e f e c t o s  de l a  a d e n o s i -  
na s o b r e  l a  a c t i v i d a d  de a d e n i l  c i c l a s a .  Se ha  d e m o s t r a d o  l a  
e x i s t e n c i a  de dos  s i t i o s  d e  i n t e r a c c i 6 n  d e  e s t e  n u c l e b s i d o ,  
f i s i c a  y q u i m i c a m e n t e  d i s t i n g u i b l e s .  Uno de e l l o s  denominado  
" s i t i o  P" (123), e s t a r i a  l o c a l i z a d o  e n  l a  c a r a  c i t o p l a s m b t i -  
c a  d e  l a  membrana, p r o b a b l e m e n t e  e n  l a  s u b u n i d a d  c a t a l i t i c a .  
A t r a v e s  de e s t e  s i t i o ,  l a  a d e n o s i n a  e j e r c e  s u  a c c i 6 n  i n h i b i -  
t o r i a .  
E l  o t r o  s i t i o  s e r f a  e l  " s i t i o  R "  l o c a l i z a d o  en l a  
c a r a  e x t e r n a  d e  l a  membrana, e s t s  a s o c i a d o  c o n  l a s  r e s p u e s t a s  
d e  l a  a d e n i l  c i c l a s a ,  m e d i a d a  p o r  hormonas.  E s t e  s i t i o  e s t a -  
r i a  s u b d i v i d i d o  e n  dos,  uno  p r o v o c a r i a  e f e c t o s  e s t i m u l a d o r e s  
y o t r o ,  a  t r a v g s  d e l  c u a l  s e  p r o d u c i r i a n  10s e f e c t o s  i n h i b i -  
t o r i o s  ( 1 2 4 ) .  
FACTOR HORMONAL 
A g o n i s t a s  C o l i n 6 r g i c o s  
( M u s c a r i n i d o s )  
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H igado  de r a t a  
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H i b r i d o s  c e l u l a r e s  de Neu rob las toma  
y g l i o m a  
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A d i p o c i t o s  de r a t a  
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P l  aque tas  humanas 
A d i p o c i t o s  de Hamster 
A d i p o c i t o s  de r a t a  
A d i p o c i t o s  humanos 
A d i p o c i  t o s  de Hamster 
A d i p o c i t o s  de r a t a  
A d i  p o c i  t o s  humanos 
Adenoma de p i t u i t a r i a  humana 
Hfgado de r a t a  
Tab1 a  I I I. Factores hormonales que producen i nh ib i c i dn  de l a  Adenil 
c ic lasa y Sistemas celulares donde se ha observado. 
111. M o d e l o  d e  i n t e r a c c i 6 n  m o l e c u l a r  e n t r e  10s  c o m ~ o n e n t e s  
p r o t e i c o s  d e l  s i s t e m a  d e  l a  a d e n i l  c i c l a s a  e n  c 6 l u l a s  s u p e -  
r i o r e s .  
Se ha  comprobado que  e l  s i s t e m a  de l a  a d e n i l  c i c l a -  
s a  s e n s i b l e  a  hormonas e s  mucho mhs c o m p l e j o  e n  l o  que r e s p e c -  
t a  no s o l o  a  componen tes  s i n o  t a m b i g n  a  s i t i o s  de r e g u l a c i b n ,  
d e l  c o n c e p t 0  o r i g i n a l  que s e  t e n i a  ( 2 7 ) .  
En l a  f i g u r a  5 s e  m u e s t r a  u n  esquema de 10s  compo- 
n e n t e s  d e l  s i s t e m a  y e l  p r o b a b l e  s i t i o  d e  a c c i 6 n  de cada uno 
de 10s e f e c t o r e s .  
Hormonas peptldicas 
Ca tecolamlnas (@.adrene'rgicos] 
lnsulina 
Adenosina (sitio p )  
Catecolaminas k adrenergicos) 
Adenosina (sitio R)  ~ ~ i c i ' c e o s  
1 
Receptores 
1 
Receptores 
Ac tivadores In hibidores 
F i  gura 5. Representaci Bn esquemati ca de 10s componentes de l  s  i s  tema ade- 
n i l  c i c l a s a  y e l  probable s i  t i o  de acci6n de cada 1 i gando. 
Muchas e s p e c u l a c i o n e s  s e  han  hecho  r e s p e c t o  a  l a  
u n i 6 n  d e  l a  hormona a  u n  s i t i o  e s p e c f f i c o  d e l  r e c e p t o r ,  e x -  
p u e s t o  e n  e l  l a d o  e x t e r n o  d e  l a  membrana p l a s m d t i c a .  E l  r e -  
c e p t o r  ocupado  i n t e r a c c i o n a  d i r e c t a  o  i n d i r e c t a m e n t e  c o n  l a  
a d e n i  1  c i c l a s a .  
S u r g i e r o n  d i v e r s o s  esquemas a1 r e s p e c t o ,  como e l  
que  s u p o n i a  que  e l  r e c e p t o r  y l a  a d e n i l  c i c l a s a  f o r m a b a n  p a r -  
t e  d e  una misma e n t i d a d  m o l e c u l a r  que a t r a v i e s a  de l a d o  a  l a -  
do l a  membrana. E s t o  f u e  d e s c a r t a d o  31  p o d e r  s e p a r a r s e  f a c i l -  
men te ,  m e d i a n t e  d e t e r g e n t e s ,  a 1  r e c e p t o r  d e  l a  e n z i m a  ( 1 2 0 ) .  
Tamb i6n  s e  p e n s 6  e n  que 10s r e c e p t o r e s  p o d i a n  desempei ia r  e l  
p a p e l  de  u n i d a d e s  r e g u l a t o r i a s  a c o p l a d a s  p e r m a n e n t e m e n t e  a  
l a  e n z i m a .  La  o b j e c i 6 n  a e s t a  h i p d t e s i s  e s  que ,  s i  c a d a  r e c e p -  
t o r  debe  e s t a r  l i g a d o  como una u n i d a d  r e g u l a t o r i a  a  l a  misma 
e n z i m a ,  r e s u l t a r f a  d i f i c i l  i m a g i n a r  que  t a l e s  m o l 6 c u l a s  p u d i e -  
r a n  a g r u p a r s e  f i s i c a m e n t e  e n  u n  G n i c o  c o m p l e j o  e n  l a  membra- 
na ,  m a n t e n i e n d o  ademds l a  e x p o s i c i d n  h a c i a  e l  e x t e r i o r  c e l u -  
l a r  de  cada  componen te  r e c e p t o r .  P o r  o t r a  p a r t e ,  e s o s  " c o m p l e -  
j o s  s u p r a - m a c r ~ m o l e c u l a r e s "  d e b e r i a n  s e r  d e t e c t a d o s  p o r  m i c r o s -  
c o p i a  e l e c t r 6 n i c a .  
En 1975 ,  C u a t r e c a s a s  d e s a r r o l l d  l a  h i p d t e s i s  d e l  
" r e c e p t o r  m 6 v i l "  ( 1 2 5 )  basada  e n  10s  c o n c e p t o s  de l a  n a t u r a -  
l e z a  f l u i d a  y d i n 6 m i c a  d e  l a s  membranas c e l u l a r e s  e x p u e s t o s  
p o r  S i n g e r  y N i c o l s o n  ( 1 2 6 ) .  
Como s e  i l u s t r a  e n  l a  f i g u r a  6, 10s r e c e p t o r e s  s o n  
e n t i d a d e s  m o l e c u l a r e s  i n d e p e n d i e n t e s  d e  l a  a d e n i l  c i c l a s a  c a -  
p a c e s  d e  m i g r a r  l a t e r a l m e n t e  e n  e l  p l a n o  de l a  b i c a p a  l i p i d i -  
c a .  Cuando l a  hormona s e  une a 1  r e c e p t o r ,  B s t e  i n c r e m e n t a  s u  
a f i n i d a d  p o r  l a  e n z i m a  y s e  p r o d u c e  l a  a s o c i a c i d n  l u e g o  de 
choques  a1 a z a r .  
Una c o m p r o b a c i d n  i m p o r t a n t e  que  apoya l a  v a l i d e z  
d e l  m o d e l o  d e l  " r e c e p t o r  m 6 v i l "  s e  o b t u v o  a  t r a v e s  de 1 0 s  e x -  
p e r i m e n t ~ ~  de Schramm y c o l a b o r a d o r e s  ( 1 2 7 )  ( 1 2 8 ) .  E s t o s  a u -  
tores ensayaron la hipdtesis be que el receptor -adrenergi- 
co es una entidad independtentc gue puede ser transferfda de 
un sistema de adenil ciclasa de una cglula a i a  otra. Para 
ello utilizaron eritrocitos de pavo, a 10s cuales se les anu- 
16 la actividad ciclasa por tratamiento con N-etil maleimida 
o por calor, y c6lulas de la eritroleucemia de Friend (celu- 
la F), las que poseen una adenil ciclasa normal per0 carece 
de receptores f' -adrengrgicos. Ambas celulas se fusionaron 
mediante virus Sendai inactivado. Las preparaciones resultan- 
tes de la fusi6n mostraron una actividad de adenil ciclasa 
estimulable por isoproterenol . Esta activaci6n se produjo mi- 
nutos despues de la fusi6n aun en presencia de inhibidores 
de la sintesis de protefnas, con 1 0  que se demostr6 que el 
acoplamiento se hizo entre elementos preexistentes. 
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Figura 6. Modelo del receptor m6vil para el mecan-ismo de mo- 
dulaci6n de la actividad de adenil ciclasa por hor- 
monas. 
a = hormona activante E = exterior celular 
= hormona inhibidora I = interior celular 
E l  g r u p o  d e  Schramm t a m b i g n  l o g r d  t r a n s f e r i r  r e c e p -  
t o r e s  de p r o s t a g l a n d i n a s  E1(PGE1) d e  c g l u l a s  F a  c C l u l a s  a d r e -  
n a l e s  de r a t 6 n .  
I V .  R o l  d e l  AMP c i c l i c o  e n  e u c a r i o t e s  s u p e r i o r e s .  
E l  AMP c i c l i c o  i n t e r v i e n e  e n  e l  c o n t r o l  d e l  m e t a b o -  
l i s m o  ( 1 2 9 )  e n  c 6 l u l a s  a n i m a l e s ,  hongos ,  a l g a s  y b a c t e r i a s .  
En t e j i d o s  a n i m a l e s  e l  p r i m e r  e f e c t o  b i o l b g i c o  a t r i -  
b u i d o  a l  AMP c i c l i c o ,  f u e  l a  a c t i v a c i 6 n  e n  e l  h i g a d o  d e  l a  
f o s f o r i l a s a  d e  g l u c b g e n o .  E s t o  l l e v d  a 1  d e s c u b r i m i e n t o  d e  una 
s e c u e n c i a  de e v e n t o s  i n v o l u c r a d o s  e n  e l  p r o c e s o ,  c u y o  esque-  
ma s e  v i s u a l i z a  e n  l a  f i g u r a  7 y que  s e  t r a d u c e n  e n  un  i n c r e -  
m e n t o  d e  l a  v e l o c i d a d  d e  d e g r a d a c i d n  d e l  g l u c d g e n o  c o n  f o r m a -  
c i 6 n  de g l u c o s a - l - f o s f a t o .  E s t o  t a m b i 6 n  s e  v i 6  e n  m i s c u l o .  
En ambos d r g a n o s ,  l a  f o s f o r i l a s a  e x i s t e  e n  dos e s t a d o s :  a c t i -  
va  ( f o s f o r i l a s a  a )  e  i n a c t i v a  ( f o s f o r i l a s a  b ) .  La c o n d i c i b n  
n e c e s a r i a  p a r a  que l a  f o s f o r i l a s a  b  s e  a c t i v e ,  es  s u  f o s f o r i -  
l a c i b n  a  p a r t i r  d e l  ATP, m e d i a n t e  l a  q u i n a s a  de l a  f o s f o r i -  
l a s a  que es d e p e n d i e n t e  d e  AMP c i c l i c o .  E s t a  C i l t i m a  e n z i m a ,  
e x i s t e  b a j o  dos  f o r m a s :  una a c t i v a ,  f o s f o r i l a d a  y o t r a  i n a c -  
t i v a ,  d e s f o s f o r i l a d a .  La  c o n v e r s i 6 n  de l a  f o r m a  i n a c t i v a  a  
l a  a c t i v a  o c u r r e  a  t r a v g s  de una p r o t e i n a  q u i n a s a ,  t a m b i t i n  
d e p e n d i e n t e  d e  AMP c i c l i c o  ( 1 3 0 ) .  
Las  q u i n a s a s  d e  p r o t e i n a s  f u e r o n  d e s c u b i e r t a s  p o r  
K r e b s  y c o l a b o r a d o r e s  ( 1 3 1 ) ;  s u  f u n c i b n  c a t a l i t i c a  c o n s i s t e  
e n  l a  t r a n s f e r e n c i a  d e l  g r u p o  f o s f a t o  t e r m i n a l  d e l  ATP a  10s  
r e s i d u o s  d e  s e r i n a  o  d e  t r e o n i n a  de l a s  cadenas  p o l i p e p t i d i -  
c a s  e n  p r e s e n c i a  d e  M ~ ~ ' .  A l g u n a s  q u i n a s a s  de p r o t e i n a  pueden  
u t i l i z a r  GTP e n  l u g a r  d e  ATP ( 1 3 2 ) .  
En b a s e  a  e s t e  c r i t e r i o ,  s e  ha c l a s i f i c a d o  a  l a s  
q u i n a s a s  de p r o t e i n a s  en:  d e p e n d i e n t e s  de AMP c i c l i c o  ( 1 3 1 ) ,  
d e p e n d i e n t e s  de GMP c i c l i c o  ( 1 3 3 ) ,  d e p e n d i e n t e s  de c a 2 +  ( 1 3 4 )  
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Figura 7 .  Control del metabolismo del gluc6geno por el AMP cicl ico.  
y d e p e n d i e n t e s  de RNA b i c a t e n a r i o  ( 1 3 5 ) .  
Las  q u i n a s a s  d e  p r o t e i n a s  d e p e n d i e n t e s  de AMP c i c l i -  
c o  s o n  c o n s i d e r a d a s  10s v e r d a d e r o s  e f e c t o r e s  i n t r a c e l u l a r e s  
de e s t e  n u c l e 6 t i d o  y s o n  l a s  m e d i a d o r a s  d e  l a s  d i v e r s a s  a c c i o -  
nes  d e l  AMP c f c l i c o  e n  10s p r o c e s o s  f i s i o l 6 g i c o s  que o c u r r e n  
e n  d i f e r e n t e s  t e j i d o s .  
Se ha  e n c o n t r a d o  que  t a m b i e n  s e  p r o d u c e n  f o s f o r i l a -  
c i o n e s  a  n i v e l  d e  l a s  t i r o s i n a s .  No s e  ha e n c o n t r a d o  una c o -  
r r e l a c i 6 n  p r e c i s a ,  p e r 0  e s t a s  f o s f o r i l a c i o n e s  se l l e v a n  a  c a -  
b o  e n  c i e r t a s  p r o t e i n a s  d e  c e l u l a s  t r a n s f o r m a d a s  p o r  r e t r o v i -  
r u s  como t a m b i g n  e n  10s  r e c e p t o r e s  de i n s u l i n a ,  d e l  f a c t o r  
de  c r e c i m i e n t o  e p i d e r m a l  ( E G F )  y d e l  f a c t o r  d e  c r e c i m i e n t o  
d e r i v a d o  de p l a q u e t a s  (PDGF). 
R e c i e n t e m e n t e ,  G o l d b e r g  ( 1 3 6 )  a i s l 6  e n  h i g a d o  de 
r a t a s  n o r m a l e s  una p r o t e i n a  f o s f o r i l a d a  e n  t i r o s i n a  y e n c o n -  
t r 6  que l a  a c t i v i d a d  a s o c i a d a  a  e s t e  e v e n t o  no e r a  e s t i m u l a -  
da  p o r  f a c t o r e s  de c r e c i m i e n t o .  
I V - 1 .  Q u i n a s a s  de p r o t e i n a s .  
La i m p o r t a n c i a  b i o q u i m i c a  de l a s  q u i n a s a s  de p r o t e i -  
nas  r a d i c a  e n  que,  como s e  v i 6  e n  e l  c a s o  d e  l a  d e g r a d a c i d n  
d e l  g l u c b g e n o ,  muchas d e  l a s  p r o t e f n a s  que e l l a s  f o s f o r i l a n  
s o n  e n z i m a s  c l a v e  d e  c a m i n o s  m e t a b b l i c o s .  
La  f o s f o r i l a c i 6 n  de e n z i m a s  es c o n s i d e r a d a  a c t u a l -  
m e n t e  , uno de 10s mecan ismos mbs i m p o r t a n e s  d e  m o d i f i c a c i 6 n  
c o v a l e n t e ,  r e v e r s i b l e ,  p o s t - t r a d u c c i o n a l  que se  r e f l e j a  en 
c a m b i o s  i m p o r t a n t e s  e n  l a  a c t i v i d a d  c a t a l i t i c a  de l a  p r o t e i -  
n a  m o d i f i c a d a .  La r e v e r s i 6 n  d e  l a  f o s f o r i l a c i 6 n  e s t d  c a t a l i -  
z a d a  p o r  l a s  f o s f a t a s a s  de f o s f o p r o t e i n a s .  E l  mecan ismo ge -  
n e r a l  d e  fosforilaci6n-desfosforilaci6n de p r o t e i n a s  s e  e s q u e -  
m a t i z a  e n  l a  f i g u r a  8. 
P a r a  que l a s  r e a c c i o n e s  de f o s f o r i l a c i 6 n - d e s f o s f o -  
r i l a c i 6 n  p o s e a n  una f u n c i d n  r e g u l a t o r i a  de  l a  a c t i v i d a d  e n z i -  
m b t i c a ,  d e b e n  e x i s t i r  s e n a l e s  apropiadas que produzcan cambios en 
1 a c o n c e n t r a c i 6 n  r e l a t i v a  de l a s  f o m s  f o s f o r i l a d a  y no f o s f o r i l a d a  
de l  s u s t r a t o  pro te ico .  Esto puede o c u r r i r  a  t ravgs de l  con t ro l  de l a  a c t i -  
v idad de cua lqu iera  de l a s  enzimas i nvolucradas en e l  mecanismo o de ambas 
simultbneamente. Las f luc tuac iones en 10s n i ve les  de l a  mol6culas e fec toras  
de dichas ac t iv idades (AMP c i c l  i co ,  act ivadores , i n h i  b idores)  son l a s  res-  
ponsables de d icho con t ro l .  
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Figura 8, Mecanismo de fosforilacibn-defosforilaci6n de prote inas . 
Generalmente NTP es ATP. 
Existen a1 menos, dos tipos diferentes d e  quinasas 
de proteinas dependientes de AMP ciclico, denominadas I y 11. 
Ambas isoenzimas son proteinas tetram6ricas formadas por dos 
tipos de subunidades: componente catalitico (C) y componente 
regulatorio (R). Ambas subunidades se asocian para formar una 
holoenzima inactiva cuya composicidn es R2C2 (137). La acti- 
vaci6n por AMP ciclico logra la disociaci6n de la enzima inac- 
tiva (R2C2) en una subunidad regulatoria dimerica que une AMP 
cfclico (R2) y dos subunidades cataliticas activas (C). 
Las propiedades bioquimicas de las quinasas de pro- 
teinas estudiadas en diferentes tejidos, son muy similares en 
lo que respecta a las subunidades cataliticas, Esto estaria 
indicando que s e  trata d e  una subunidad comiin, radicand0 la 
diferencia en la subunidad regulatoria, que origina dos cate- 
gorfas de quinasas: t i p 0  I y t i p 0  I1 (138). 
Las principales diferencias entre ambos tipos de 
quinasas de proteinas dependientes de AMP ciclico, se refie- 
ren a s u  localizaci6n celular y a1 comportamiento de l a  subuni- 
dad regulatoria frente a1 ATP. En miisculo cardiac0 casi toda 
la enzima tip0 I1 estd unida a membrana, mientras que la qui- 
nasa tip0 I s e  encuentra e n  el C ~ ~ O S O ~  (139) (figura 9). 
Por otro lado la enzima de tip0 I1 se autofosforila 
en presencia d e  ATP (140), incrementando la sensibilidad de 
la enzima a1 AMP ciclico (141). La subunidad catalitica trans- 
fiere un fosfato a cada polip6ptido de la subunidad regulato- 
r i a (Rz) (fi gura 110); esta modi f icaci6n hace que 1 a concentraci6n de AMP 
c icl i co necesaria para la disociaci6n sea menor y a1 mismo tiempo dis- 
mi nuye la velocidad de reasociaci6n en ausencia del nucle6tido (142). 
La quinasa tipo I no e s  regulada por autofosforilaciBn 
sino por un mecanismo que involucra tambien el ATP (figura 10) . La enzima no 
disociada une dos mol6culas de ATP con alta afinidad, disminuyendo la afi- 
nidad por el AMP ciclico. 
Figura 9. Modelo propuesto por Corbin (138) para e l  mecanismo de acci6n 
hormonal. Se propone l a  compartamental izaciBn de l a s  quinasas 
de prote inas .  La subunidad regu la to r i a  (R) de l a  quinasa de ' 
t i p 0  I 1  e s t a r i a  unida a l a  membrana plasmdtica, mientras que 
l a  de t i p 0  I (R') e s t a r i a  l i b r e  en e l  citoplasma. Asi, l a  sub-  
unidad c a t a l f t i c a  (C) (comdn a ambas) podrra ac tua r  mgs e f i c i e n  
temente sobre sus s u s t r a t o s  proteicos (S).  
E l  ATP p r o v o c a ,  adembs, u n  aumento  e n  l a  v e l o c i d a d  
d e  r e a s o c i a c i 6 n  e n  a u s e n c i a  d e  AMP c f c l i c o .  A1 e n c o n t r a r s e  
e n  l a  c 6 l u l a  e n  c o n c e n t r a c i o n e s  e l e v a d a s ,  e s t e  p r o c e s o  r e q u e -  
r i r i a  m a y o r  c o n c e n t r a c i d n  de AMP c f c l i c o  p a r a  l a  a c t i v a c i 6 n  
de e s t e  t i p 0  de q u i n a s a  ( 1 4 3 ) ,  e s t e  r e q u e r i m i e n t o  de AMP c i -  
c l i c o  e s t a r f a  d e n t r o  de 10s n i v e l e s  i n t r a c e l u l a r e s  a l c a n z a d o s  
l u e g o  de l a  r e s p u e s t a  h o r m o n a l  de  l a  a d e n i l  c i c l a s a .  
L a  e c u a c i 6 n  de a c t i v a c i 6 n  de l a  q u i n a s a  de p r o t e i -  
nas  t i p 0  I s e r i a :  
La  c o e x i s t e n c i a  de e s t o s  dos t i p o s  de q u i n a s a s  de 
p r o t e i n a s  d e p e n d i e n t e s  de AMP c i c l i c o ,  i m p l i c a r f a  que t e n d r i a n  
r o l e s  f i s i o l 6 g i c o s  d i f e r e n t e s  de a c u e r d o  a  s u s  d i s t i n t a s  sub -  
u n i d a d e s  r e g u l a t o r i a s .  La q u i n a s a  t i p 0  I 1  s e r f a  mds s e n s i b l e  
a  un  aumento  d e  AMP c i c l i c o ,  que l a  de t i p 0  I, e s t a s  i l l t i m a s  
s e  r e a s o c i a n  m6s r a p i d a m e n t e  a1 b a j a r  10s  n i v e l e s  d e l  n u c l e d -  
t i d o  c i c l i c o .  
IV-2. F o s f a t a s a s  de f o s f o p r o t e f n a s .  
La  r e v e r s i  b i l i d a d  d e l  p r o c e s o  d e  f o s f o r i  l a c i 6 n  de 
p r o t e i n a s  s e  l l e v a  a  c a b 0  p o r  l a  a c c i d n  de un  g r u p o  e s p e c i a l  
d e  f o s f o h i d r o l a s a s  denominadas  f o s f a t a s a s  de f o s f o p r o t e i n a s .  
La a c t i v i d a d  f o s f a t a s a  que c a t a l i z a  l a  d e s f o s f o r i -  
l a c i d n  de una g r a n  v a r i e d a d  d e  s u s t r a t o s  p r o t e i c o s  en f o r m a  
i n e s p e c f f i c a ,  s e  p u r i f i c 6  a  homogene idad,  a  p a r t i r  de  h i g a d o  
y c o r a z d n  ( 1 4 4 )  y s e  a s o c i 6  c o n  una p r o t e i n a  de peso  m o l e c u -  
l a r  35 .000DY que r e p r e s e n t a r i a  l a  s u b u n i d a d  c a t a l i t i c a  de una 
Figura 10. Mecanismo propuesto para l a  a c t i v a c i 6 n  de l a  quinasa de pro te inas  
de t i p o  I. En l a  c g l u l a  e l  increment0 en 10s n i ve les  de AMP 
c i c l i c o  provoca l a  d i soc iac idn  y ac t i vac idn  de l a  enzima: e l  
nuc le6t ido  se une a1 s i t i o  R 11 y l a  subunidad C t r a n s f i e r e  
e l  fos fa to  de l  ATP a  sus pro  4 einas sus t ra tos .  La disminucidn 
de 10s n i ve les  de AMP c i c l i c o  o r i g i n a  l a  formaci6n de molecu- 
l a s  asociadas de enzima (R I )2C2). A  t rav6s de es ta  asociac ian 
e l  s i t i o  para e l  s u s t r a t o  6 e  C (ATP) se conv ie r te  en un s i t i o  
de a1 t a  a f i n i d a d  para e l  nuc l z6 t i do  tri f os fa to .  Esta t rans for -  
macidn de l  s i t i o  d e l  ATP o r i g i n a  l a  i n h i b i c i d n  de l a  a c t i v i d a d  
fosfot ransferasa.  Adembs, e l  s i t i o  de a l t a  a f i n i d a d  para e l  
AMP c i c l i c o  en R(1)2 l i b r e ,  se transforma en uno de ba ja  a f i -  
nidad por  l a  reasociaci6n. S i  l a  enzima es de t i p 0  11, e l  as- 
t e r i s c o  marca e l  s i t i o  de posi  b l e  f o s f o r i  l ac i6n .  La i ncorpora- 
c i d n  de f o s f a t o  en d icho s i t i o  de R(II) induce l a  d i soc iac i6n  
de l a  quinasa y podr ia  i n h i b i r  l a  uni6n de a l t a  a f i n i d a d  de1 
ATP, a  l a  holoenzima R(11)2 C2 
h o l o e n z i m a  f o r m a d a  p o r  dos  s u b u n i d a d e s  c a t a l f t i c a s  y una s u b -  
u n i d a d  de peso  m o l e c u l a r  65.000D, c o n  p o s i b l e  r o l  i n h i b i t o r i o  
( 1 4 5 ) .  
Se d e m o s t r 6  e n  d i f e r e n t e s  t i p o s  d e  t e j i d o  l a  e x i s -  
t e n c i a  de dos p r o t e f n a s  t e r m o e s t a b l e s  y de b a j o  peso  m o l e c u -  
l a r ,  que s o n  i n h i b i d o r a s  de l a  a c t i v i d a d  f o s f a t d s i c a  d e n o m i -  
nadas  i n h i b i d o r e s  1 y 2 ( 1 4 6 ) .  
E l  i n h i b i d o r  1 r e q u i e r e  s u  f o s f o r i l a c i 6 n  a  t r a v 6 s  
de una q u i n a s a  d e p e n d i e n t e  d e  AMP c i c l i c o  p a r a  s e r  a c t i v o  
( 1 4 7 )  ( f i g u r a  1 1 ) .  
A s i ,  e l  aumento  e n  10s n i v e l e s  de AMP c i c l i c o  o r i -  
g i n a n ,  p o r  u n  l a d o  l a  a c t i v a c i 6 n  d e  l a s  q u i n a s a s  d e  p r o t e i n a s  
d e p e n d i e n t e s  de d i c h o  n u c l e 6 t i d 0 ,  y p o r  o t r o  l a  i n a c t i v a c i 6 n  
de l a s  f o s f a t a s a s  de f o s f o p r o t e f n a s  p o r  e l  i n h i b i d o r  1, l o  
c u a l  supone  u n  b a l a n c e  f a v o r a b l e  e n  e l  s e n t i d o  d e  l a  f o s f o r i -  
l a c i 6 n  p r o t e i c a .  
V - 1 .  A d e n i l  c i c l a s a  e n  b a c t e r i a s .  
La  e x i s t e n c i a  d e  l a  a d e n i l  c i c l a s a  e n  b a c t e r i a s  f u e  
p u e s t a  d e  m a n i f i e s t o  e n  B r e v i b a t e r i u m  l i q u e f a c i e n s  e n  1967 
( 1 4 8 ) .  P o s t e r i o r m e n t e  s e  l a  a i s l d  y p u r i f i c 6 ,  d e t e r m i n a n d o  
un  p e s o  m o l e c u l a r  p a r a  l a  misma d e  175.000D ( 1 4 9 ) .  Se demos- 
t r 6  que e l  p i r u v a t o  e r a  un  e f e c t o r  a l o s t 6 r i c o  p o s i t i v o  de l a  
e n z i m a  y d e  o t r a s  p e r t e n e c i e n t e s  a  b a c t e r i a s  t a l e s  como, 
M i c r o c o c c u s  f l a v u s ,  M i c r o c o c c u s  l y s o d e i k t i c u s ,  A r t h r o b a c t e r  
g l o b i f o r m i s  ( 1 5 0 ) .  Aunque l a s  e n z i m a s  p r o v e n i e n t e s  de Esche-  
r i c h i a  c o l  i , B o r d e t e l  l a  p e r t u s s i s ,  C o r i n e b a c t e r i  um e q u j  s o n  
i n s e n s i b l e s  a  p i r u v a t o .  E s t o  ha  dado  l u g a r  a  que s e  c l a s i f i -  
q u e n  l a s  a d e n i l  c i c l a s a s  b a c t e r i a n a s  e n  d e p e n d i e n t e s  e  i n d e -  
p e n d i e n t e s  d e  p i r u v a t o  ( 1 5 1 ) .  
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F i  g u r a  11. Regulacidn de l a s  fosfatasas de fosfoproteinas.  La fosfa ta -  
sa a c t i v a  se une a1 inh ib idor  de t i p 0  I ( i l )  que para actuar  
requiere ser  fos fo r i l ado  por  una quinasa de proteinas,  depen- 
d iente  de AMP c i c l i c o .  
La acci6n del AMP cfclico ha centrado mucha atenci6n 
en bacterias tales como Escherichia coli ya que se le ha atri- 
buido el rol de mediador en la represidn catab6lica por la 
glucosa (152) (153). Ademds se estudib la posibilidad de que 
el A M P  ciclico tambidn mediara la represi6n catabdlica en eu- 
cariotes, para ello se usaron mutantes de hongos, Neurospora 
crassa y de levaduras Saccharomyces cerevisiae. En estos or- 
ganismos sin embargo no pudo demostrarse que el AMP ciclico 
actuara en fendmenos de represi6n catab6lica (153) (154). 
V-2. Adenil ciclasa en protistas. 
Los estudios del AMP ciclico y la adenil ciclasa 
en protistas han permitido dilucidar mecanismos de regula- 
cidn relacionados con el mismo, ademds de conocer mejor las 
caracteristicas moleculares y funcionales de la enzima respon- 
sable de su sintesis. 
A continuaci6n se detallan algunos de 10s estudios 
realizados en diferentes organismos respecto de la adenil ci- 
clasa y su product0 de reaccibn. 
V - 2 . 1 .  Protozoarios. 
Paramecium tetraurelia 
Este organism0 es un ciliado que representa un mo- 
d e l ~  interesante de organella excitable. Posee una membrana 
excitable,portadora de canales para ca2+ sensible a las di- 
ferencias de potencial (155). El ca2+ penetra en la cilia du- 
rante el potencial de accidn c a 2 + / ~ + ,  constituyendo la sefial 
primaria para el movimiento ciliar (156). Se identificaron 
varias enzimas relacionadas con el sistema de nucledtidos ci- 
c l i c o s .  La  membrana c i l i a r  c o n t i e n e  una g u a n i l  c i c l a s a  
(EC 4.6.1.2,  GTP p i r o f o s f a t o - l i a s a - c i c l a n t e - G C )  ( 1 5 7 ) ,  una 
q u i n a s a  de p r o t e i n a s  d e p e n d i e n t e s  d e  AMP c i c l i c o  y o t r a  depen-  
d i e n t e  d e  GMP c i c l i c o  (158)  y una a c t i v i d a d  de a d e n i l  c i c l a -  
s a  ( 1 5 9 ) .  E s t a  G l t i m a  e n z i m a  s e  e n c u e n t r a  a s o c i a d a  a  l a  f r a c -  
c i 6 n  de membranas; l a  a c t i v i d a d  es  1 0  a  20 v e c e s  mayor  e n  p r e -  
s e n c i a  de bIn2+ que e n  p r e s e n c i a  de M ~ ~ +  y n o  es  a f e c t a d a  p o r  
F-. 
- T e t r a h y m e n a  p i r i f o r m i s .  
E s t e  p r o t o z o o  es  un  c i l i a d o  e n  e l  que  1 0 s  n i v e l e s  
de AMP c f c l i c o  v a r i a n  d e  a c u e r d o  a 1  c i c l o  d e  v i d a .  D u r a n t e  
l a  f a s e  l o g a r f t r n i c a  d e  c r e c i m i e n t o  aumenta  c o n t i n u a m e n t e  pa -  
r a  d i s m i n u i r  p a u l a t i n a m e n t e  e n  l a  f a s e  e s t a c i o n a r i a .  E s t o  es  
c o n c o r d a n t e  c o n  l a s  v a r i a c i o n e s  e n  l a s  a c t i v i d a d e s  d e  a d e n i l  
c i c l a s a  y f o s f o d i e s t e r a s a .  La a d e n i l  c i c l a s a  es  s i m i l a r  a  l a  
2+ de e u c a r i o t e s  s u p e r i o r e s ,  y a  que  e s  d e p e n d i e n t e  de Mg y es  
a f e c t a d a  p o r  f l  u o r u r o ,  s e r o t o n i n a  y a d r e n a l  i n a  ( 1 6 0 ) .  La  d i  - 
f e r e n c i a  e s  que e s t t i  d e b i l m e n t e  a s o c i a d a  a  membrana. 
En T e t r a h y m e n a  e l  AMP c f c l i c o  r e g u l a  como e n  e u c a -  
r i o t e s  s u p e r i o r e s ,  e l  m e t a b o l i s m o  d e  c a r b o h i d r a t o s  a  n i v e l  
de  l a  f o s f o r i l a s a  d e l  g l u c 6 g e n o  y l a  g l u c 6 g e n o  s i n t e t a s a  ( 1 6 1 ) .  
Mucor .  
T a n t o  Mucor  racemosus  ( 1 6 2 )  como Mucor  r o u x i i  ( 1 6 3 )  
s o n  f i c o m i c e t e s  d i m 6 r f i c o s  que  a1 s e r  c r e c i d o s  e n  c o n d i c i o n e s  
a e r 6 b i c a s ,  d e s a r r o l l a n  f o r m a  m i c e l a r  m i e n t r a s  que c u a n d o  l o  , 
h a c e n  e n  a n a e r o b i o s i s  a d q u i e r e n  c a r a c t e r i s t i c a s  l e v a d u r i f o r -  
mes. Se e n c o n t r 6  ademds que cuando  s e  c a m b i a  e n  1 0 s  m e d i o s  
de c u l t i v o  de una a t m e s f e r a  a n a e r 6 b i c a  a  una a e r 6 b i c a ,  se p r o -  
d u c e  una d i s m i n u c i 6 n  de 10s n i v e l e s  d e  AMP c i c l i c o .  S i n  embar-  
go, cuando  s e  a g r e g a  d i b u t i r i l - A M P  c i c l i c o  no o c u r r e  l a  t r a n -  
s i c i d n  de l e v a d u r a  a  l a  fo rma f i l a m e n t o q a .  
C a n t o r e  y c o l a b o r a d o r e s  ( 1 6 4 )  h a l l a r o n  que l a  a c t i -  
v i d a d  e s p e c f f i c a  de l a  a d e n i l  c i c l a s a  e n  e x t r a c t o s  d e  M u c o r  
r o u x i i  no  v a r i a b a  c o n  l a  m o r f o l o g i a  d e l  hongo.  Aunque 10s 
n i v e l e s  mbs a l t o s  de l a  misma a p a r e c e n  s n  l a s  e s p o r a n g i o s p o -  
r a s ,  d i s m i n u y e n d o  i n m e d i a t a m e n t e  a1 comenzar  l a  g e r m i n a c i d n  
d u r a n t e  e l  c i c l o  a e r 6 b i c 0 ,  p a r a  a u m e n t a r  nuevamente  a1 i n i c i a r -  
s e  l a  f a s e  e s t a c i o n a r i a  d e  c r e c i m i e n t o .  E s t a  a d e n i l  c i c l a s a  
s e  e n c u e n t r a  a s o c i a d a  a l a s  f r a c c i o n e s  p a r t i c u l a d a s ,  de  l a s  
que s e  a i s l a  p o r  t r a t a m i e n t o  c o n  d e t e r g e n t e  n o  i d n i c o  como 
e l  L u b r o l  P X .  T i e n e  d e p e n d e n c i a  e s t r i c t a  p o r  ~ n * +  y es  i n s e n -  
s i b l e  a  f l u o r u r o  y  g u a n i l  n u c l e 6 t i d o s .  
V - 2 . 3 .  Saccharomyces .  
Las  l e v a d u r a s  d e l  g e n e r o  Saccharomyces  t a l e s  como 
S. c e r e v i s a e  o  S. c a r l b e r g 6 n e s i s y  s o n  o r g a n i s m o s  a n a e r 6 b i c o s  
f a c u l t a t i v o s  c u y o  c r e c i m i e n t o  v e g e t a t i v o  es  p r o d u c i d o  p o r  ge-  
n e r a c i d n .  Poseen una g r a n  c a p a c i d a d  de u t i l i z a c i 6 n  de a z b c a -  
r e s  como f u e n t e  de c a r b o n o  y d u r a n t e  s u  c r e c i m i e n t o  a n a e r d b i -  
, 
c o  e s t d n  s u j e t o s  a  r e p r e s i d n  c a t a b b l i c a .  
La  p r i m e r a  e v i d e n c i a  r e s p e c t o  d e l  r o l  d e l  AMP c r c l i -  
c o  e n  e l  c o n t r o l  d e l  m e t a b o l i s m o  e n  l e v a d u r a s ,  f u e  o b t e n i d a  
p o r  Van W i j k  y K o n i j n  ( 1 6 5 )  q u i e n e s  v i e r o n  que 10s n i v e l e s  
d e  AMP c i c l i c o  aumentaban a 1  c a m b i a r  l a  f u e n t e  de c a r b o n o .  
Adembs, M a h l e r  y L i n  ( 1 6 6 )  d e m o s t r a r o n  que  e l  AMP c i c l i c o  a -  
g r e g a d o  a  S . c a r l s b e r g e n s i s  c u l t i v a d a s  e n  u n  m e d i o  c o n  g l u c o -  
s a  puede s u s t r a e r l a s  d e  l a  r e p r e s i 6 n  p o r  c a t a b o l i t o s .  Tamb ien  
s e  v i 6  que l e v a d u r a s  p r o v e n i e n $ e s  d e  c u l t i v o s  c o n  l a c t a t o  o  
c o n  b a j a  c o n c e n t r a c i d n  d e  g l u c o s a  aumentan  10s  n i v e l e s  de AMP 
c i c l i c o  e n  s u  f a s e  e s t a c i o n a r i a  t e m p r a n a  ( 1 6 7 ) .  S i n  embargo 
Matsumoto  ( 1 5 4 )  d e s c a r t d  r e c i e n t e m e n t e  l a  p o s i b i l i d a d  d e  que 
e l  AMP c i c l i c o  t u v i e r a  a l g c n  r o l  e n  l a  r e p r e s i d n  c a t a b d l i c a  
de S .  c e r e v i s i a e .  -- En membranas de S .  f r a g i l i s  h a l l a r o n  a c t i -  
v i d a d  de a d e n i l  c i c l a s a ,  l a  c u a l  aumenta  de t r e s  a  c u a t r o  v e -  
c e s  a l  l l e g a r  a l a  f a s e  e s t a c i o n a r i a  en c u l t i v o s  a e r 6 b i c o s .  
E s t a  e n z i m a  en Sacchromyces  c e r e v i s i a e  s e  e n c u e n t r a  a s o c i a d a  
a rne~nbranas y e n  1983, B o u r n e  d e m o s t r d  p o r  e s t u d i o s  de i n a c -  
t i v a c i 6 n  t g r r n i c a ,  que p o s e i a  no s 6 l 0  una s u b u n i d a d  c a t a l i t i -  
c a  ( C )  s i n 0  t a m b i 6 n  un  componen te  N, e l  c u a l  l e  c o n f e r i a  l a  
p o s i b i l i d a d  de u t i l i z a r  como s u s t r a t o  M ~ A T P ' -  y l a  s e n s i b i l i -  
dad a  g u a n i l  n u c l e d t i d o s .  
V - 2 . 4 .  B l a s t o c l a d i e l l a .  
E s t e  f i c o m i c e t e  s e  p r e s e n t a  como una c 6 l u l a  f l a g e -  
l a d a  s i n  p a r e d  c e l u l a r ,  que e n  c o n d i c i o n e s  a p r o p i a d a s  r e t r a e  
s u  f l a g e l o ,  s i n t e t i z a  p a r e d  c e l u l a r  y f o r m a  u n  t c b u l o  g e r m i -  
n a l  ( g e r m i n a c i e n )  que f o r m a  u n  s i s t e m a  r i z o i d a l  que c r e c e  r 4 -  
p i d a m e n t e  ( f a s e  v e g e t a t i v a ) ,  cuando s e  a c a b a n  10s n u t r i e n t e s  
s e  i n i c i a  l a  e s p o r u l a c i d n  ( 1 6 9 ) .  
En B l a s t o c l a d i e l l a  e m e r s o n i i  l a  a c t i v i d a d  de ade-  
n i l  c i c l a s a  c a m b i a  d u r a n t e  e l  c i c l o  de v i d a .  D u r a n t e  l a  f a s e  
v e g e t a t i v a  es  muy b a j a ,  aumentando c o n s i d e r a b l e m e n t e  d u r a n t e  
l a  e s p o r u l a c i d n ;  c o n c o m i t a n t e m e n t e  c o n  e l l o  hay  un aumento  
de l a  a c t i v i d a d  f o s f o d i e s t e r b s i c a ,  e s  d e c i r  que 1 0 s  n i v e l e s  
de AMP c i c l i c o  pe rmanecen  c o n s t a n t e s  d u r a n t e  l a  v a r i a c i 6 n  
m o r f o l d g i c a  ( 1 7 0 ) .  
La a d e n i l  c i c l a s a  d e  e s t e  o r g a n i s m 0  se e n c u e n t r a  
e n  l a  membrana, t i e n e  d e p e n d e n c i a  e s t r i c t a  de ~ n ' +  y no es  
e s t i m u l a d a  p o r  f l u o r u r o  n i  c a t e c o l a m i n a s  
VI. Neurospora c&.ssa. rl~it-Is,,., 
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V I - 1 .  C i c l o  de v i d a .  I i; 
+!! 
La Neurospora c r a  1 isa es un hongo de l a  clase Ascomycetes. 
En l a  f i g u r a  12 se esqueaatf jza e l  c i c l o  de v i d a  'de dos cepas 
de Neurospora p e r t e n e c i e n t e s :  a t i p o s  de apa reamien to  compa t i -  
b l e s .  En e l  c i c l o  asexua l  c i c c e n  v a g e t a t i v a m e n t e  como hongos 
p l u r i c e l u l a r e s  y f i l a m e n t o ~ ~ r ,  formando esporas  asexua les  de-  
nominadas c o n i d i a s  , que p u e h n  i n f c i a r  nuevos m ice1  i o s .  Cada 
I 
t i p o  h a p l o i d e  de apa reamien io  f o r n a  d u r a n t e  e l  d e s a r r o l l o  ve-  
g e t a t i v o  una e s t r u c t u r a  d e n i i i n a d a  p r o t o p e r i  t e c i o .  que es e l  
p redecesor  de l a  e s t r u c t u r a  s e x u a l .  A1 p r o d u c i r s e  l a  fecunda-  I 
c i b n ,  esos p r o t o p e k i  t e c i o s  $e tranfiforman en p e r i  t e c i o s  madu- 
r o s .  E l  apareamiento  i m p l i c a  l a  t r a n s f e r e n c i a  de una c o n i d i a  
! 
o un t r o z o  de m i c e l i o  d e l  eqtremo de una h i f a  de lgada,  l l a m a -  
da t r i c b g i n a ,  que s o b r e s a l e  i d e l  p r o t o p e r i  t e c i o .  La f u s i b n  se  
produce e n t r e  l a  t r i c d g i n a  y l a  c e l u l a  f e c u n d a n t c .  y 10s nO- 
c l e o s  de Es tas  O l t i m a s  se miaven h a c i a  a b a j o  p o r  l a  t r i c b g i -  
na h a s t a  e l  i n t e r i o r  d e l  p r q t o p e r i t e c i o .  Los n d c l e o s  de l a s  
dos e s t r u c t u r a s  de apa raami /n to  quedan entonces  asoc iados  en 
p a r e j a s  y se d i v i d e n  s i n c r d n i c a m e n t e a l  mismo t i empo  que co-  
mienzan a  d e s a r r o l  l a r s e  hifir ascdgenas e s p e c i a l e s .  Las pa re -  
j a s  de nGcleos d i f e r e n t e s  s d  mueven h a c i a  l a s  h i f a s  ascdgenas, 
formando cada h i f a  un ganchd o  u n c f n u l o  en su ext remo.  Se de-  
3 1  
s a r r o l l a n  en tonces  s e p t o s  y ! l a  h i f a  se d i v i d e  en t r e s  c 6 l u l a s .  
. 
Se produce l a  f u s i b n  n u c l e a +  e n  l a  c e l u l a  c e n t r a l ,  en l a  c u r -  
v a t u r a  d e l  u n c f n u l o ,  formdn di ose un n 4 c l e o  d i p l o i d e  (Onica e - =  . + 
. . 
t a p a  d i p l o i d e  d e l  c i c l o  de fa  Neurospora) .  E l  nOcleo d i p l o i -  
de s u f r e  m e i o s i s  ( d i Y i s i d n  d. r e d u c c i b n )  c a s i  i nmediatamente. 
p roduc iendo  c u a t r o  n d c l e o s  d a p l o i d e s .  A1 mismo t iempo,  l a  ce-  
l u l a  en que se e s t l  produci;ndo l a  m e i o s i s  se a l a r g a  r l p i d a -  
mente, formando una c6lu la t d b u l a r  denominada .asco. Cada uno 

de 10s n d c l e o s  h a p l o i d e s  d e o e s t a  c g l u l a  se d i v i d e n  m i t o t i c a -  
mente, de mod0 que en  e l  asco hay ocho n Q c l e o s ;  cada uno de 
' e l l o s  es e l  p redecesor  de un esporo  de p i g m e n t a c i 6 n  oscu ra  
y de paredes gruesas,  e l  a t cosporo .  Durante  l a  f o r m a c i d n  d e l  
asco y 10s ascoporos,  e l  p r a t o p e r i t e c i o  se a l a r g a  y madura 
dando l u g a r  a1 p e r i t e c i o  t s k b i e n  de c o l o r  o s c u r o  y paredes 
gruesas. Cuando e s t e  Gltims cuerpo  se rompe, son e x p e l i d o s  
10s ascos que c o n t e n f a  (1711, (172) .  
. I .  
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V I - 2 .  ~ e ~ u e r i r n i e n t o s  n u t r i c i o n a l e s  
La Neurospora c r e c e  en  medios c o n t e n i e n d o  c a r b o h i -  
d r a t o s  como f u e n t e  de carbono,  s a l e s  m i n e r a l e s  y b i o t i n a  co-  
mo v i  tamina.  Los h i d r a t o s  de carbono u t i l i z a d o s  genera lmente  
son: g lucosa ,  manosa, f r u c t o s a ,  x i l o s a ,  sacarosa,  t r e h a l o s a ,  
m a l t o s a ,  c e l o b i o s a ,  a c e t a t o  y s u c c i n a t o .  E l  amonio puede s e r  
l a  f u e n t e  de n i t r b g e n o ,  a s f  'como tamb idn  n i t r i t o s ,  n i t r a t o ,  
u rea ,  amidas, aminot ic idos o  p u r i n a s .  S o l o  e l  f o s f a t o  i n o r g d -  
n i c o  a c t u a  como f l e n t e  de f d s f o r o  y e l  i 6 n  s u l f a t o  a1 i g u a l  
que m e t i o n i n a  9 t i o s u l f a t o  pueden a c t u a r  como f u e n t e s  de azu-  
f r e .  Son n e c e s a r i o s  pambi6n 10s s i g u i e n t e s  e lementos :  p o t a s i o ,  
magnesio, h i e r r o  y o l i g o e l e m e n t o s .  E l  pH d p t i m o  p a r a  e l  c r e -  . 
c i m i e n t o  d e l  hongo e s t d  dado e n t r e  4,O a  7 , 5  y l a  tempera tu-  
r a  e s t d  e n t r e  28 y 35°C. I 
Neurospora es un o r p a n i s n o  a e r d b i c o  a b s o l u t o  y no 
pat6geno .. I 
I r i :~  .+I.'- 
VI-3. Adeni 1  c i c l a s a  
I 
l a .  - 
F l a w i d  y T o r r e s  (8 )  e n c o n t r a r o n  a c t i v i d a d  de a d e n i l  
c i c l a s a  asoc iada  a  membranas de f r a c c i o n e s  s u b c e l u l a r e s  de 
l a  mu tan te  i is l ime" de N. c r a s s a  (FGSC1118). E s t a  mutan te  ca-  
r e c e  de pa red  c e l u l a r ,  c r e c e  como p r o t o p l a s t o s  a i s l a d o s  de 
15 a  30 pm de tamafio. Es ta  enzima t i e n e  dependencia e s t r i c t a  
p o r  ~ n * '  y es i n s e n s i b l e  a  f l u o r u r o ,  c a t e c o l a m i n a s ,  ACTH, gua- 
n i l  n u c l e d t i d o s  y t o x i n a  d e l  c d l e r a .  E l  ve rdadero  s u s t r a t o  
de l a  enzima es e l  comp le jo  A T P M ~ ~ - .  . E l  nn2' tomo t a l  es ac-  
t i v a d o r  a  b a j a s  concentracioms d e l  s u s t r a t o ,  m i e n t r a s  que e l  
ATP es i n h i b i d o r  porque desp laza  d e l  s i t i o  a c t i v o  a1 sus.tra- 
t o  ( 1 7 3 ) .  W1. . * 
I 8 .  - . !=!I)+ % - 6 u  ? bl  c. ,. 8 
I!r_ ;E LO; mismos d u t o i e s  l a  s o l u b i l i ' z a r o n  con e l  d e t e r g e n -  
t e  no i 6 n i c o  L u b r o l  PX.  De 10s e x t r a c t o s  s o l u b i l i z a d o s  l a  en- 
z ima f u e  p a r c i a l m e n t e  p u r i f i c a d a  y c a r a c t e r i z a d a .  
i '!A Adembs, e n c o n t r a r o n  que incubando e s t a s  membranas 
con g lucagbn hab fa  una a c t i v a c i d n  de l a  enzima ( 1 7 4 )  m i e n t r a s  
que no l o  hab fa  con l a  enzima s o l u b i l i z a d a .  ~ o r r o b d r a r o n  tam- 
b i 6 n  " i n  v i v o "  e l  e f e c t o  d e l  g lucagdn en e l  c o n t r o l  d e l  meta-  
b o l  i smo d e l  g l  ucbgeno. 
Por  o t r a  p a r t e ,  K o r n b l i h t t  y c o l a b o r a d o r e s  e s t u d i a -  
.A ' 
r o n  una forma s o l u b l e  de l a  enzima p r o v e n i e n t e s  de cepas m i -  
c e l i a l e s  de N. c r a s s a  ( 1 7 5 ) .  E s t a  a d e n i l  c i c l a s a  es de c a r b c -  
t e r  s o l u b l e  y t i e n e  prop iedades s i r n i l a r e s  a  l a  asoc iada  a  mem- 
branas  r e s p e c t o  de nn2+, f l u o r u r o ,  ATP y GTP. ~ d s  pardmet ros  
m o l e c u l a r e s  e h i d r o d i n 6 m i c o s  c a l c u l a d o s  permi  t i e r o n  c o n c l u i  r 
que l a  a c t i v i d a d  s o l u b l e  es s i m i l a r  a  l a  d e s c r i p t a  pa ra  e l  
componente c a t a l f t i c o  ( C )  de 10s s i s temas  r e g u l a b l e s  p o r  h o r -  
monas de t e j i d o s  manl i faros.  E s t a  misma enzima p o s t e r i o r m e n t e  
f u e  p u r i f i c a d a  h a s t a  homogeneidad p r o t e i c a  p o r  R e i g  Macia 
( 1 7 6 ) .  . ., - .  
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VI-4. Q u i  nasas de pro te fmas  y f o s f o d i e s t e r a s a s  de n u c l e 6 t i d o s  
' I  c f c l i c o s .  
I I I  1,' 
- 
I I 
I. . 
En 1974 se d e s c r i b i d  l a  a c t i v i d a d  q u i n a s a  de p r o t e i -  
nas s o l u b l e ,  p r o v e n i e n t e  de e x t r a c t o s  de Neuro'spora c rassa .  
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E s t a  a c t i v i d a d  e r a  i n d e p e n d f e n t e  de AMP c i c l i c o  (177) .  
P o s t e r i o r m e n t e ,  Judew icz  y c o l a b o r a d o r e s  (178 )  r e -  
s o l v i e r o n  t r e s  a c r i v i d a d e s  de q u i n a s a  de p r o t e i n a s  en e l  e l u i -  
do de co lumnas de DEAE-ce lu losa,  s i e n d o  una de e l l a s  e s t i m u l a -  
da p o r  AMP c i c l i c o .  E s t a  q u i n a s a  f u e  c a r a c t e r i z a d a  e n c o n t r a n -  
dose que s u  peso m o l e c u l a r  es  de 118.000D y e s t d  c o n s t i t u i d a  
p o r  una s u b u n i d a d  c a t a l i t i c a  (55.000D) y una s u b u n i d a d  r e g u -  
l a t o r i a  (57.000D) (179 ) .  
I I Por  o t r o  l a d o ,  S c o t t  y Solomon ( 1 8 0 )  d e s c r i b i e r o n  
ulna a c t i v i d a d  f o s f o d i e s t e r a s a  de AMP c f c l i c o  a s o c i a d a  a  f r a c -  :kF- 
c i o n e s  p a r t i c u l a d a s  de e x t r a c t o s  de  Neu rospo ra  c r a s s a  . Los 
e s t u d i o s  r e c i e n t e s  de T 6 l l e z  de IR6n ( 1 8 1 )  han p e r m i t i d o  ca-  
r a c t e r i z a r  dos a c t i v i d a d e s  de f o s f o d i e s t e r a s a  de n u c l e 6 t i d o s  
c i c l i c o s  en f r a c c i o n e s  s o l u b l e s  de  e x t r a c t o s  de N. c r a s s a .  
E s t a s  a c t i v i d a d e s  f u e r o n  a i s l a d a s  p o r  c r o m a t o g r a f i a  en DEAE- 
c e l u l o s a  y de acue rdo  a  s u  o r d e n  de e l u c i 6 n  se  l a s  denomin6 
f o s f o d i e s t e r a s a  I y 11. La f o s f o d i e s t e r a s a  I u t i l i z a  como s u s -  
t r a t o  t a n t o  AMP c i c l i c o  como GMP c f c l i c o ,  m i e n t r a s  que l a  I 1  
u t i l i z a  GMP c i c l i c o  p r e f e r e n t e m e n t e .  
. ill . I 
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VI-5, D i  f e r e n c i a c i d n  y mutan tes .  I 
I I 
- 
En Neu rospo ra  e x i s t e  una  f a m i l i a  de  m u t a n t e s  deno- 
minadas " c r i s p " ,  que se c a r a c t e r i z a n  p o r  p o s e e r  un  f e n o t i p o  
c o l o n i a 1 , p o r  l a  c a r e n c i a  t o t a l  de h i f a s  a6 reas  y a c u m u l a c i 6 n  
p r e m a t u r a  de c o n i d i a s .  En e d t o s  m u t a n t e s  e s t a  b l o q u e a d o  e l  
p r o c e s o  de d i f e r e n c i a c i d n  que da l u g a r  a  l a  e l o n g a c i 6 n  de l a s  
h i  f a s .  
T e r e n z i  y a o l a b o r a d o r e s  (182) o b s e r v a r o n  que v a r i a s  
cepas con  m u t a c i d n  e n  e l  l o c u s  cr-1 p r e s e n t a b a n  b a j a  a c t i v i -  
dad d e  a d e n i l  c i c l a s a .  La a d i c i d n  de AMP c f c l i c o  a1 med io  de  
c u l t i v o  de e s t a s  cepas r e s t t t u y e  e n  1as mismas l a  c a p a c i d a d  
I 
de e l o n g a r  l a s  h i f a s  d a i d o  ub f e n o t i p d  s i m i l a r  a  l a  cepa s a l -  
v a j e .  E s t a  r e v e r s i 6 n  m o r f o l d  i c a  imp1 i c a  ademds una i n h i  b i c i d n  I para f o r m a r  c o n i d i a s  en  l a  s k p e r f i c i e  del c u l t i v o  (183 ) .  Las 
mutantes  de 10s l o c i  c r - 2  y k r - 3  t i e n e n  e l  mismo f e n o t i p o  que 
l a  c r - 1 ,  p e r 0  10s n ' i v e l e s  d e ~ a d e n i l  c i c l a s a  son normales  y  
no r e v i e r t e n  s u  m o r f o l o g f a  pbr e l  agregado de AMP c f c l i c o  
(184) .  : 6 Li I  
En cuan to  a 10s n i r e l e s  de i n t r a c e l u l a r e s  de AMP 
c f c l i c o ,  e s t o s  son muy b a j o s  en  l a s  mu tan tes  c r - 1  y normales  
en  l a s  c r - 2  y  c r - 3  (185). 
Por o t r a  p a r t e ,  en; c u l t i v o s  en medio l f q u i d o  de l a  
I 
cepa s a l v a j e  10s n i v e l e s  d e l l  n u c l e d t i d o  no v a r i a n ,  s a l v o  e l  
i n c r e m e n t 0  d u r a n t e  un p e q u e ~ b  l a p i o  en e l  comienro  de l a  f a -  
se e s t a c i o n a r i a .  Concomitant@mente con e l l o  hay un aumento 
en l a  a c t i v i d a d  de l a  a d e n i l ,  c i c l a s a  p e r 0  no en l a  f o s f o d i e s -  
t e r a s a .  - ' 
S i  b i e n  ai5n no se  jconoce con e x a c t i t u d  10s mecanis-  
mos m o l e c u l a r e s  de l a  a c c i d n  d e l  AMP c f c l i c o  s o b r e  e l  c o n t r o l  
de l a  m o r f o l o g f a  en' N. crasra,,  se sabe de s u  r e q u e r i m i e n t o  
p a r a  l a  f o r m a c i b n  de h i f a s  j a r e a s  y  p a r a  l a  t r a n s i c i d n  d e l  
hongo a1 c i c l o  s e x u a l  de c r  c i m i e n t o .  
I 
- 'I . . 
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V I I .  Trypatiosoma c r u z i  . 
z .  
( 1  . I * - .  I 
Los p a r d s i t o s  de l a  f a m i l i a  Trypanosomat idae se c a -  
r a c t e r i z a n  p o r  t e n e r  un f l a g e l o  y  un c i n e t o p l a s t o  i i n i c o s  . 
E l  genero Trypanosoma comprende p a r d s i t o s  d i g g n i c o s  que t i e -  
nen p o r  l o  menos en uno de sus e s t a d f o s  de d e s a r r o l l o  l a  f o r -  
ma t r y p o m a s t i g o t e .  SegQn Hoare (186) e s t e  genero se d i v i d e  
en dos secc iones :  s a l i v a r i a  y  e s t e r c o r a r i a .  La p r i m e r a  compren- 
de un grupo de trypanosomas patbgenos,  que se m u l t i p l i c a n  en 
e l  mamffero en e l  e s t a d f o  t r i p o m a s t i g o t e ,  comp le tan  e l  desa- 
I .-I C ,  
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r r o l l o  en l a  e s t ac idn  a n t a i l o r  del vector  y son t ransmi t idos  
por inoculaci6n;  l a  Qnica e4espcibn es  e l  T.  equiperdutn, que 
s e  t ransmi te  d i r e c f a ~ e n t e  dg inamifero a mamffero. La segunda 
seccidn agrupa especles  no p i tbgenss ,  con l a  excepcidn d e l  
T.  c r u z i .  Los pa rds i tos  aprupados en er ta  secc idn  se mult ipl  i -  
can en e l  mamlfero como amasSigotes o epimast igotes ,  conple- 
tan su d e s a r r o l l o  en l a  e s t ae ibn  p o s t e r i o r  del huesped i n t e r -  
mediario y son t ransmi t idos  $or contaminacibn, a  excepcidn 
del T.  rangel i  que completa ou d e s a r r o l l o  en l a  e s t ac idn  a n -  
t e r i o r  y es  t ransmi t ido  por fnoeulacibn. 
' E l  Trypanosoma cruz i  e s  u n  pards i to  cuyo c i c l o  de 
vida involucra l a  a l ternat ivdt  de,dss huGspedes, u n  huesped 
mamifero y u n  i n sec t0  hematbfago que representa  a1 huesped 
in termediar io  o  vector .  Este protozoo p a r a s i t a  e l  i n t e s t i n o  
de u n  gran nOmero de especies  de t r ia tominos  siendo e l  Tria-  
toma i n f e s t a n s  e l  p r inc ipa l  vec tor  en nuestro medio. 
Durante su c i c l o  evolu t ivo  adopta aspectos  morfolb- 
gicos d i f e r e n t e s  *y  es  l a  e x i s t e n c i a  o  ausencia de f l a g e t o  l i -  
bre y su posicidn en re l ac ibn  a1 n d ~ l e o  l o  que configura su 
c a r a c t e r f s t i c a  morfolbgica. E l  c i n e t o p l a s t o ,  e l  cuerpodbasal 
y l a  porcidn emergent@ del f l a g e l o  s e  encuentran como u n  con- 
junto e s t r u c t u r a l  respecto a ?  nbcteo ,del  p a r d s i t o  ( f i g u r a  13). 
I 
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Figura 13. Diagram que ilustra lrs foms n~~rfolbgfcrs en el ciclo bto- 
16gi co de Trypanosoma crwi . 
s a s  d e l  mamffero con l a s  deyecc ioneo det i n s e c t o  r e c t o r  ( tr i -  
p o m a s t i g o t e  m e t a c f c l i c o )  puade penatrar en 10s t e j i d o s  d e l  
hospedador d e f i n i t i v o  y una v e t  d e n t r o  de l a  c i l u l a  d e l  mamf- 
f e r o  se d i f e r e n c i a  a  amas t igo te ,  forms b a j o  l a  c u a l  se m u l t i -  
p l i c a  p o r  d i v i s i d n  b i n a r i a  s imp le ,  l u e g o  de v a r i a s  generac fo -  
nes 10s a m a s t i g o t e s  se d i f e r e n c i a n  a  t r i p o m a s t i g o t e s  abando- 
nando l a  c 6 l u l a  huesped p o r  r u p t u r a  de l a  misma, pasando a  , 
l a  c i r c u l a c i d n  desde donde i n v a d i r d n  nuevas c g l u l a s  r e i n i c i a n -  
do e l  c i c l o .  Dvorak (187)  demostrb " i n  v i t r o "  que e l  nomero 
de generac iones  d e l  p a r g s i t a  en cada c e l u l a ,  a  p a r t i r  de un 
t r i p o m a s t i g o t e  que p e n e t r a  a l a  misma, es de n u e v e . y  que e l  
t i empo  de g e n e r a c i d n  d e l  p a r a s i t o  es de aproximadamente t r e -  
ce horas,  v a r i a n d o  l i g e r a m e n t e  segdn e l  t i p 0  de c6 lu l .a  u t i l i -  
zada p a r a  e l  c u l t i v o .  Antes de m u l t i p l i c a r s e  e l  p a r d s i t o  p r e -  
s e n t a  un p e r i o d 0  de l a t e n c i a  de aproximadamente 34 horas ,  l u e -  
go de l a  novena generac idn  se obse rva  que l a s  a m a s t i g o t e s  se  
. - 1  d i f e r e n c i a n  a  t r i p o m a s t i g o t e s  p o r  p r o y e c c i d n  f u s i f o r m e  ( p o r  I 
l o  que en a lgQn momento se p a s a r i a  p o r  una e t a p a  de e p i m a s t i -  
g o t e )  y p o s t e r i o r m e n t e  abandonan l a  c 6 l u l a  pud iendo i n f e c t a r  
inmed ia tamente  una nueva c d l u l a .  . > I 
I I s  
E l  huesped i n t e r m e d i a r i o  que se a l i m e n t a  sobre  un 
mamffero i n f e c t a d o  puede i n g e r i r  cof i  l a  sangre  a1 p a r d s i t o  
c i r c u l a n t e  ( t r j p o m a s t i g o t e ) ,  B s t e  a  medida que p r o g r e s a  en 
l a  l u z  d e l  i n t e s t i n o  se  redbndea y p i e r d e  l a  p o r c i d n  l i b r e  
d e l  f l a g e l o ,  d i f e r e n c i ( n d o s e  a  a m a s t i g o t e  y / o  esfe;omastigo- 
t e  (en  e s t e  caso c o n s e r v a r f a  una p o r c i d n  l i b r e  de f l a g e l o )  
(188)  y l u e g o  a  e p i m a s t i g o t a ,  e l  que se m u l t i p l i c a  ac t ivamen-  
t e  en l a  r e g i d n  d e l  i n t e s t i n o  medio, f i n a l m e n t e  e s t o s  epimas- 
t i g o t e s  se  d i f e r e n c i a n  a  t r f p o m a s t i g o t e s  m e t a c f c l i c o s  en l a  
ampo l l a  r e c t a l  d e l  i n s e c t o .  No se ha demostrado p e n e t r a c i d n  
c e l u l a r  en e l  v e c t o r  pero s f  ma estrecha re lac idn entre las  c6lulas 
ep i te l i a les  del  mism y l a  d r a m  ce lu la r  de T. c ruz i  . Los tr ipomasti- 
gotes metacfclicos son 10s que se ,clasicamente se considera que poseen 
capacidad infectante. Cuande ur~ triatomieo infectado vuelve a alimen- 
tarse defeca mientras come y en 14s deyecciones habrb tripomastigotes me- 
tacfclicos que pueden penetrar sn 10s teji&s del hospedador defini tivo . 
En l a  f igura 14 s e  e r p u n a t ( z a  e l  c l e l o  b l o ? d g i c o  del 
Trypanosoma cruzi .  a.u- .  . 
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Figura 14. Ciclo bioldgico del Trypanosoma cruzi . 
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VII-1. Requerimientos n u t r i c i o n a l e s  
E l  Trypansosoma r e q u i e r e  para  c r e c e r  de  u n  medio 
muy r i c o  y complejo. Necesi ta  com f u e n t e  de e n e r g i a  glucosa 
o algdn o t r o  s u s t r a t o  hidrocarbonado t h l  como c i t r a t o ,  a c e t a -  
t o ,  s u c c i n a t o  o  glucosamina. La pr 'esencia de todos  10s  amino- 
dcidos  e s  impor tan te ,  a1 igua l  que l a  de pu r inas  y  p i r i m i d i -  
nas .  Se requierenademas can t idades  a p r e c i a b l e s  de c l o r u r o  de 
sod io  y fo -s fa to  d idc ido  de p o t a s i o .  Un componente fundamental 
para e l  c r ec imien to  e s  ademas l a  hemina, ya que Trypanosoma 
c r u z i  e s  incapaz de s i n t e t i z a r  e l  a n i l l o  de l a s  p r o f i r i n a s .  
SegQn e l  medio de c u l t i v o  s e  debe a d i c i o n a r  sue ro  f e t a l  bovi-  
no o albQmina com f u e n t e  de f a c t o r e s  de c r ec imien tos .  El pH 
dptimo e s  7 , 4 ,  dado por e l  tampdn HEPES y  NaHC03 y l a  tempe- 
r a t u r a  no debe s u p e r a r  10s  30°C. ; I ' - .  
Vf 1-2. Adeni 1  'c i  c l  a s a .  
En 1977, Col l i  y co laboradores  (190)  d e s c r i b i e r o n  
a c t i v i d a d  de aden i l  c i c l a s a  asoc iada  a  p reparac iones  p a r t i c u -  
l adas  de formas ep imas t igo t e s  de Trypanosoma c r u z i ,  cepa Y .  C'. - $+? A1 igua l  que l a  enzima de Neurospora, l a  reacc idn  
r e q u i e r e ,  en forma e s t r i c t a ,  como c a t i b n  d i v a l e n t e  a1 n n 2 + ,  
cons t i tuyendo  e l  verdadero s u s t r a t o  de l a  misma e l  complejo 
b i n a r i o  A T P - M ~ ~ - ,  dando u n  v a l o r  en e l  c o e f i c i e n t e  de Hill 
( n )  con u n  rango e n t r e  1 .5  y 2. 
. I l  n 
VII-3. Quinasas  de p r o t e i n a s  'y f o s f o d i e s t e r a s a  de n u c l e 6 t i -  
dos c i c l i c o s .  
I 
Recientemente,  Rangel-Aldao (191) ha d e s c r i p t o  dos 
a c t i v i d a d e s ' d e  qu inasas  de p r o t e i n a s  p rovenien tes  de e x t r a c -  
t o s  de ep imas t igo t e s  de T .  c r u z i .  Ambas son independien tes  
de AMP c i c l i c o ,  f u e r o n  a i s l a d a s  ,por  c r o m a t o g r a f f a  en DEAE- 
s e f a c e l  y t i e n e n  s i m i l a r e s  e ~ p e c i f i c i d a d e s  p o r  s u s t r a t o s  
exdgenos 
En 1980, C o l l i  y c o l a b o r a d o r e s  (192)  e n c o n t r a r o n  
en l a  forma e p i m a s t i g o t e s  de T. c r u z i ,  una a c t i v i d a d  f o s f o -  
2+ d i e s t e r a s a  de AMP c f c l i c o ,  l a  c u a l  no es d e p e n d i e n t e  de Ca . 
S i n  embargo T e l l e z  de IR6n a i s l 6  y  p u r i f i c d  una a c t i v i d a d  f o s -  
f o s d i e s t e r a s a  de AMP c f c l i c o  que a1 s e r  ensayada en p r e s e n c i a  
de ca2+ es a c t i v a d a  p o r  c a l m o d u l i n a  de T. c r u z i ,  de c e r e b r o  
b o v i n o  y de N. c rassa .  E s t a  a c t i v a c i d n  es r e v e r t i d a  p o r  EGTA, 
c l o r p r o m a z i n a ,  f e n o t i a z i n a  y  v e r a p r a m i l  (b loqueador  d e l  cana l  
de ca2+) .  La mdxima a c t i v a c i d n  l a  l o g r a  con c a l m o d u l i n a  de 
T. c r u z i  y de N. c r a s s a  (comunicac ib 'n  p e r s o n a l ) .  
-
. , I . ?  , *:#f#@i;;;.,i ;j:--? ,, .. I 1 ' . +?%, ...I, -
- ,  , . I  r 1 '  
VIII. Respuesta inmune. 
- 
La p r i m e r a  l f n e a  de defensa que se pone en j uego  
a n t e  l a  e n t r a d a  de una s u s t a n c i a  ex t raRa  en un organismo, es 
l a  c a p t a c i d n  y e v e n t u a l  d e s t r u c c i d n  he l a  p a r t i c u l a ,  sea e l l a  
i n e r t e  o  v i v a ,  p o r  c 6 l  u l a s  e s p e c i a l  i z a d a s  denominadas macrd- 
I ..,W'. 
fagos  que f a g o c i t a n  l a s  p a r t f c u l a s .  'zkL;:.- 
E l  e s t u d i o  e v o l u t i v o . d e 1  mecanismo conoc ido  como 
f a g o c i t o s i s  mues t ra  que, en 19s se res  b i o l d g i c a m e n t e  menos 
evo luc ionados ,  comienza s i e n d o  un p roceso  meramente n u t r i c i o -  
n a l .  A l o  l a r g o  de l a  f i l o g e n i a  es d a b l e  o b s e r v a r ,  s i n  embar- 
go, que con l a  a p a r i c i d n  de c g l u l a s  o  s i s t e m a s  mds e v o l u c i o -  
nados y  p e r f e c c i o n a d o s  e s t e  p roceso  es  reemplazado en su f u n -  
c i d n  p r i m i t i v a  y pasa c o n v e r t i r s e  en un mecanismo empleado 
en l a  r e s i s t e n c i a  d e l  o rgan ismo a d i s t i n t o s  agentes .  Es d e c i r ,  
comienzan a  esbozarse  en tonces  l a s  p r i m e r a s  m a n i f e s t a c i o n e s  
de una inmunidad no e s p e c f f i c a .  
L a  inmun idad e s p e c i f i c a ,  en cambio, i m p l i c a  no ya  
- 
l a  a d a p t a c i 6 n  de una f u n c i b n ,  como p o r  e j e m p l o  l a  f a g o c i t o s i s ,  
a  o t r o s  f i n e s  s i n 0  l a  c r e a c i 6 n  de nuevas f u n c i o n e s  con 6rganos,  
l i n e a s  c e l u l a r e s ,  pasos m e t a b 6 l i c o s ,  e tc . ,  en e s p e c i a l  y  con 
e x c l u s i v i d a d  dedicadas a  mantener  l a  i n t e g r i d a d  d e l  o r g a n i s -  
mo c o n t r a  ag res iones ,  Sean e x t e r n a s  o  i n t e r n a s .  
La mbs p recoz  d i f e r e n c i a c i 6 n  h i s t o l d g i c a  e s p e c i f i -  
ca l i g a d a  a  l a  r e s i s t e n c i a ,  aparece en e l  s i s tema l i n f o i d e o  
d iseminado de 10s v e r t e b r a d o s  primitives y  f i l o g e n g t i c a m e n t e  
conc luye  en l a  comp le ja  y s u t i l  e s p e c i f i c i d a d  encon t rada  en 
10s v e r t e b r a d o s  con l a  s f n t e s i s  de una c l a s e  muy p a r t i c u l a r  
de p r o t e i n a s ,  10s a n t i c u e r p o s ,  acompafiada de p r o l i f e r a c i d n  
de l a s  c g l u l a s  p r o d u c t o r a s  de 10s mi'smos y  e l  d e s a r r o l l o  de 
l a  denominada memoria inmunogdnica (193) .  
V I I I - 1 .  A n t i c u e r p o s  p o l i c l o n a l e s :  
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Los an tS icue rpos ,  o  mas e s p e c f f i c a m e n t e  l a s  inmuno- 
g l o b u l i n a s ,  son mo ldcu las  p r o t e i c a s  p o r t a d o r a s  de s i t i o s  que 
reconocen l a  e s t r u c t u r a  de 10s d e t e r m i n a n t e s  o  e p f t o p e s  s i t u a -  
dos en l a  s u p e r f i c i e  de l a  s u s t a n c i a  ex t raRa ,  o  an t fgeno ,  y  
se unen a  e l l o s .  . c 1: 4 . ; / l a  . I 
' I n  I 
La combinac i6n  d e l  a n t f g e n o  con e l  a n t i c u e r p o ,  de- 
sencadena c i e r t o s  Rrocesos capaces de n e u t r a l i z a r  y e l i m i n a r  
l a  s u s t a n c i a  ex t ra f i a .  La r e s p u e s t a  d e l  a n t i c u e r p o  a  un a n t i -  
geno t f p i c o  es muy heterogdnea.  En e l  bazo de un mami fe ro  hay 
h a s t a  un m i l l t i n  de l f n e a s  c e l u l a r e s  d i f e r e n t e s  de l i n f o c i t o s  
B, l a s  c g l u l a s  p r e c u r s o r a s  de l a s  c g l u l a s  p l a s m h t i c a s  que a 
su  vez son l a s  encargadas de s i n t e t i z a r  y  s e g r e g a r  l a s  inmu- 
n o g l o b u l i n a s .  Aunque todas  e l l a s  d e r i v a n  de un t r o n c o  comfin, 
cada e s t i r p e  a d q u i e r e  l a  capac idad  de p r o d u c i r  i n d e p e n d i e n t e -  
mente una s o l a  e s p e c i e  de a n t i , c u e r p o  que reconoce e x c l u s i v a -  
mente a  un d e t e r m i n a n t e  a n t f g d n i c o  o  e p i t o p e .  
Cuando se i n y e c t a  un  agente  i n m u n i t a n t e  en un a n i -  
ma1 , 6 s t e  responde e labo rando  a n t i c u e r p o s  d i r i g i d o s  c o n t r a  
l a s  d i s t i n t a s  mo l6cu las  a n t i g e n i c a s  d e l  m a t e r i a l  i n y e c t a d o  
y  c o n t r a  10s d i s t i n t o s  d e t e r m i n a n t e s  de l a s  mismas, de mane- 
r a  t a l  que se produce una gama v a r i a d a  de i n m u n o g l o b u l i n a s  
que reconocen en grado v a r i a b l e  a  todos  10s s i t i o s  de te rm inan-  
t e s .  
, I  .. Es poco menos que i m p o s i b l e  s e p a r a r  t o t a l m e n t e  10s 
d i s t i n t o s  a n t i c u e r p o s ,  p o r  cuya r a z d n  10s a n t i s u e r o s  conven- 
c i o n a l e s  c o n t i e n e n  mezclas que d i f i e r e n  de un an imal  a  o t r o .  
Cada a n t i c u e r p o  se e l a b o r a  en una l i n e a  d i s t i n t a  
de l i n f o c i t o s  y c e l u l a s  p l a s m d t i c a s  d e r i v a d a s .  
S i  separdramos una c g l u l a  t a l  que produzca un 5 n i -  
co a n t i c u e r p o  e s p e c f f i c o  pa ra  que p r o l i f e r e  en un c u l t i v o ,  
l a  p r o g e n i e  o  c l o n  de e s t a  ~ B l u l a  Ser'ia una f u e n t e  de g ran -  
des c a n t i d a d e s  de un s o l o  a n t i c u e r p o  que reconoce e x c l u s i v a -  
mente a  un Qnico d e t e r m i n a n t e  a n t i g g n i c o ,  c o n s t i t u y e n d o  a s f  I I 
l o  que s e  denomina " a n t i c u e r p o  monoc lona l " .  Pero l amen tab le -  
b lemente  l a s  c d l u l a s  s e c r e t o r a s  de a n t i c u e r p o s  no pueden man- 
t e n e r s e  en un medio de c u l t i v o .  I ~ 
VI-2. A n t i c u e r p o s  monoc lona les .  I * 
' I 
Hay c i e r t o s  tumores m a l i g n o s  d e l  s i s t e m a  inmume 
l lamados mielomas, cuyas c g l u l a s ,  que poseen una g r a n  c a p a c i -  
dad de p r o l i f e r a c i b n ,  producen grandes c a n t i d a d e s  de inmuno- 
g l o b u l i n a s  monoc lona les  anormales denominadas p r o t e f n a s  mie-  
I bm icas .  E l  tumor es un c l o n  i n m o r t a l  de c e l u l a s  descend ien-  
t e s  de una Q n i c a  c b l u l a  p r o g e n i t o r a ;  l a s  c d l u l a s  d e l  mieloma 
pueden c u l  t i v a r s e  i n d e f i n i d a m e n t e  y t o d a s .  1  as i nmanog lobu l  i- 
nas que segregue t e n d r a n ' u n a  e s t r u c t u r a  q u i m i c a  i d e n t i c a .  Es- 
t a s  i n m u n o g l o b u l i n a s  son, en e f e c t o ,  a n t i c u e r p o s  monoc lona les ,  
p e r 0  no hay f o r m a . d e  saber  c o n t r a  qud a n t f g e n o  se d i r i g e n  n i  
de que mod0 pueden i n d u c i r s e  mielomas que produzcan a n t i c u e r -  
pos f r e n t e  a  u n  a n t f g e n o  e s p e c f f i c o .  
En 1975, M i l s t e i n  y c o l a b o r a d o r e s  (194 )  p u d i e r o n  
f u s i o n a r  c 6 l u l a s  de mie loma d e  r a t 6 n  con  l i n f o c i t o s  de bazo  
de r a t o n e s  i nmun i zados  con  un d e t e r m i n a d o  a n t i g e n o .  Las c 6 l u -  
l a s  d e l  m ie loma h f b r i d o  r e s u l  t a n t e  o .  " h i b r i d o m a " ,  exp resaban  
t a n t o  l a  p r o p i e d a d  d e l  l i n f o c i t o  de p r o d u c i r  a n t i c u e r p o s  e s -  
p e c i f i c o s  como e l  c a r d c t e r  i n m o r t a l  de l a s  c 6 l u l a s  m i e l 6 m i -  
cas ( f i g u r a  15 ) .  E s t a s  c ( 5 l u l a s  h f b r i d a s  o  h i b r i d o m a s  pueden 
man ipuJa rse  m e d i a n t e  l a s  t 6 c n i c a s  a p l i c a b l e s  a  10s c u l t i v o s  
permanentes de c 6 l u l a s  an ima les .  Cada c 6 l u l a  h i b r i d a  puede 
c l o n a r s e  y cada c l o n  p roduce  g randes  c a n t i d a d e s  de a n t i c u e r -  
pos monoc lona les .  A s u  vez,  10s c l o n e s  pueden c o n s e r v a r s e  i n -  
d e f i n i d a m e n t e  y en c u a l q u i e r  momento pueden tomarse  mues t ras  
de e l l o s  p a r a  s u  c u l t i v o  o  i n y e c c i d n  en  a n f m a l e s  a  f i n  de ob- 
tener ,  a n t i c u e r p o  monoc lona l  en g r a n  e s c a l a .  Los a n t i c u e r p o s  
a l t a m e n t e  e s p e c f f i c o s  p r o d u c i d o s  p o r  e s t e  metodo g e n e r a l ,  han 
c o n s t i t u i d o  una h e r r a m i e n t a  de n o t a b l e  v e r s a t i l i d a d  en muchas 
d r e a s  de l a  i n v e s t i g a c i 6 n  b i o l 6 g i c a  y l a  c l f n i c a  medics. 
A4n cuando l a  f u s i d n  c e l u l a r  puede o c u r r i r  espon ta -  
neamente, e s t o  no es l o  u s u a l  y p o r  e l l o  se r e q u i e r e  de d i f e -  
r e n t e s  agen tes  que i n c r e m e n t e n  n o t a b l e m e n t e  e l  p r o c e s o  y  p e r -  
m i t a n  un  e s t r i c t o  c o n t r o l  d e l  mismo. 
I E l  a g e n t e  f u s o g 6 n i c o  mas comunmente u t i l i z a d o  es 
e l  p o l i e t t l e n g l i c o l  (PEG). Exac tamente  qu6 e f e c t o  e j e r c e  e l  
PEG es d i f i c i l  de e x p H c a r ,  se  ha med ido  una s e r i e  de parbme- 
t r o s  usando d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e l  mismo y se o b s e r -  
v6  que e l  agua f f s i c a m e n t e  l i b r e  d i s m i n u y e  a1  aumentar  e l  
p o r c e n t a j e  de PEG. Se e n c o n t r b  que l a  mayor  e f i c i e n c i a  e s t a -  
ba dada cuando l a  c o n c e n t r a c i d n  de PEG e r a  de 40-50% ( P / V ) .  
En e s t a s  c o n d i c i o n e s  no e x i s t e n  m o l 6 c u l a s  de agua f i s i c a m e n -  
t e  l i b r e .  7 . .  l a l  & 1 I 
I .  Rec ien temen te  se  ha reemplazado,  enmuchos l a b o r a t o -  
r i o s ,  l a  f u s i d n  mediada p o r  PEG p o r  l a  e l e c t r o f u s i 6 n  (195 )  
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F i  gura 15. Rtodo convenclonal de obtencidn de antlcuerpos monoclonal es . 
Esta tgcnica se basa en dos fendmenos resultantes de la inter- 
accidn de un campo electric0 con partfculas neutras en solu- 
cibn. El primer0 de ellos es conoeido como dielectroforesis 
y produce la orientacidn y desplazgmiento de particulas neu- 
tras en campos eldctricos no homog8neos. El segundo, estd d i -  
rectamente relacionado con la tensidn de ruptura de la mem- 
brana celular. La orientacidn de las celulas y la posterior 
ruptura de las membranas mediante la aplicacidn de un pulso 
de voltaje, de duracidn e intensidad convenientes, da como 
resultado la fusidn celular. I 
Con esta nueva tdcnica es posible obtener un alto 
rendimiento en la produccidn de cdlulas hfbridas. 
Todas las celulas son capaces de fusionarse, per0 
no todas lo hacen con la misma eficiencia o poseen la misma 
abilidad para sobrevivir. Las cglulas blastoides, las cuales 
estdn dividigndose activamente, son las mejores cglulas para 
fusionar con mielomas. Esto no es porque la fusidn sea mas 
eficiente sin0 porque es requerido que posteriormente ciertas 
caracterfsticas de ambas cdlulas parentales se expresen. Si 
la cglula, previo a la fusibn, no se encontraba en la etapa 
blastoide, su nGcleo no entrarb en divisibn mitdtica a1 mis- 
mo tiempo que la cdlula de mieloma. El resultado serd una po- 
blaci6n de celulas mieloides donde algunas de ellas contienen 
un nQcleo adicional que no presenta actividad gendtica. 
Las primeras lfneas de mieloma que se utilizaron 
para la generacidn de hibridomas producfan inmunoglobulinas. 
Esto tenfa el inconveniente de que 10s anticuerpos monoclona- 
les producidos estaban contaminados con las inmunoglobulinas 
de 1 os mi el omas. Posteriormente se establecid el 'uso de 1 ineas celu- 
lams que producfan solo uno de 10s tipos de cadenas, ya sea 1 ivianas (K) 
o pesadas (M) y actualmente se utilizan aquellas lineas que no secretan 
ni ngan tip0 de cadenas. En la figura 56 se i lustra la producciSn de cade- 
nas de inmunoglobulinas que por p6rdida de cr-smas -da lugar a la obten- 
cidn de lineas no secretantes de algGn tip0 de cadena de inmunoglobulina. 
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Figura 16. Produccidn y secmctbn de c ~ ~ W I Q S  de i nmunoglobul inas : H, L, 
bl y K son 1as d i  ferentes cadehas producidas por celulas i nmunes 
o por ltneas de mieloms. Las cdlulas fusionadas expresan todas 
las cadenas, pero por p6rdida de croinosutnas se expresan menos 
cadenas por c6lula. 
aspec tos  b i o q u f m i c o s  d e l  p roceso.  
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E l  r e s u l t a d o  de una f u s i d n  c e l u l a r  da l u g a r  a  una 
mexcla de c 6 1 u l a s  p a r e n t a l e s ,  h f b r i d o s  hom6logos y l o  mds i m -  
p o r t a n t e ,  h f b r i d o s  h e t e r b l o g o s .  S i n  embargo, es n e c e s a r i o  c r e -  
cer estas c 6 l u l a s  en c o n d i c i o n e s  t a l e s  que p e r m i t a n  s61o l a  
s u p e r v i v e n c i a  de l o s s  h f b r i d o s  formados p o r  l i n f o c i t o s  y mie-  
lomas. Usualmente se u t i l i z a  un medio s e l e c t i v o  con teh iendo  
hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT) (196) .  Las l i n e a s  de 
mielomas u t i l i z a d a s  p a r a  e s t e  f i n ,  son capaces de c r e c e r  y 
d i v i d i r s e  " i n  v i t r o " ,  p e r 0  han s i d o  s e l e c c i o n a d a s  p o r  un de- 
f e c t o  en l a  enzima h i p o x a n t i n a - g u a n i n a  f o s f o r i b o s i l  t r a n s f e -  
r a s a  (HGPRT). La ' s e l e c c i b n  u t i l i z a  e s t e  d e f e c t 0  (HGPRT-)  que 
p e r m i t e  que l a s  c g l u l a s  sean inc'apaces de u t i l i z a r  h i p o x a n t i -  
na y guan ina  exdgena y a s f  dependen Oe p r e c u r s o r e s  s imp les  
y de l a  enzima d c i d o  f d l i c o  r e d u c t a s a  p a r a  s i n t e t i z a r  p u r i n a s .  
1 La a c t i v i d a d  de l a  d c i d o  f d l i c o  r e d u c t a s a  es b loquea-  
da p o r  an tagon fas tas  t a l e s  como a m i n o p t e r i n a  ( d c i d o  4 aminofb-  
l i c o )  y como consecuenc ia  de e l l o  se i n h i b e  1 a . s f n t e f i s  de 
p u r i n a s  y t i m i d i n a .  As f ,  l a  a d i c i b n  de a m i n o p t e r i n a  a  c 6 l u -  
l a s  HGPRT- l a s  d e s t r u y e ,  pues son i ncapaces  de s i n t e t i z a r  pu- 
r i n a s  a  pesa r  de e x i s t i r  h i p o x a n t i n a  exbgena. La t i m i d i n a  a- 
gregada a1 medio puede s e r  s u s t r a t o  de l a  t i m i d i n a  qu inasa  
(TK) p a r a  f o r m a r  t i m i d i n a  5 ' -mono fos fa to  (TMP), p e r o  6 s t e  no 
t i e n e  ningdn. v a l o r  s i  l a s  c & l u l a s  ca recen  de p u r i n a s .  
De e s t a  forma, l a s  c e l u l a s  r e s u l t a n t e s  de l a  f u s i 6 n  
r e r a n  HGPRT' y s e r d n  capaces de u t i l i z a r  l a  h i p o x a n t i n a  ex6-  
gena (y t amb ign  t i m i d i n a ,  s i  t i e n e n  TK). A p e s a r  de poseer  
un b loqueo  en l a  s f n t e s i s  de p u r i n a s ,  p o r  l a  p r e s e n c i a  de ami-  
n o p t e r i n a ,  e s t o s  h f b r i d o s  pueden s i n t e t i z a r l a s  y tambidn  TMP 
p o r  l a  v i a  de r e s c a t e .  
En l a s  f i g u r a s  17.1, 17.2 y 17.3 se muest ran  10s 
Arninopterino 
COOH . 
C-NH-CH-CH2-CYCOOH 
Acido fo'lico 
COOH 
-CH-CH2 -CH2-COOH 
Figura 17 .1 .  Estructura de aminopterina (dcido 4-aminof6lico) y del 
dcido f6l ico. 
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F i g u r a  17.3. V i a  de r e s c a t e  p a r a  l a  s i n t e s i s  de p u r i n a s .  
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Duran te  e l  p e r f o d o  de ' s e l e c c i 6 n ,  10s h f b r i d o s  se 
d i v i d i r d n  y e l  namero de c e l u l a s  i r d  aumentando pau la t i namen-  
t e  . S i  10s nOcleos se f u s i o n a n  d u r a n t e  o  p o s t e r i o r m e n t e  a  
l a  d i v i s i 6 n  m i t b t i c a ,  e s t o s  t e n d r d n  un  g r a n  nGmero de cromo- 
somas , l o s  c u a l e s  serdin i m p o s i b l e s  de mantener .  Luego de l a s  
d i v i s i o n e s  m i t b t i c a s ,  10s cromosomas se e x c l u i r a n  de 10s nue- 
vos n d c l e o s  h a c i a  e l  c i t o p l a s m a  p a r a  s e r  d e s t r u f d o s .  E l  name- 
r o  de cromosomas i r d  d isminuyendo desde 10s aproximadamente 
112 que posee a1 p r i n c l p i o  (72 d e l  mieloma y 40 d e l  l i n f o c i -  
t o  B )  h a s t a  l l e g a r  a  un  nbmero e s t a b l e  de 70-80. Como conse- 
c u e n c i a  de e s t a  e x c l u s i b n ,  muchas c€ luTas  p i e r d e n  c a r a c t e r f s -  
t i c a s  e s e n c i a l e s  ademas de p e r d e r  v i a b i l i d a d  o  no s e c r e t a r  
a n t i c u e r p o s .  Pero a lgunas  de las c e l u l a s  conse rvan  10s cromo- 
1 
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somas responsables  de l a  v i a b i l i d a d  y s e c r e c i 6 n  y son e l l a s  
I l a s  i n i c i a d o r a s  de una nueva l f n e a  c e l u l a r  h f b r i d a  con c a r a c -  t e r f s t i c a s  de c r e c i m i e n t o  mal igno.  E l l a s  se rdn  10s h i b r i d o m a s .  
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I. Neurospora c r a s s a  
1-1. Cepas u t i l i z a d a s  y c o n d i c i o n e s  de c u l t i v o .  
La cepa u t i l i z a d a  en l a  mayor fa  de 10s exper imen tos  
fue l a  t i p o  s a l v a j e  S t .  Lawrence 74 ( s t . L .  74) .  Se us6 tambi6n 
l a  mu tan te  " s l i m e " ,  cepa FGSC NO1118 (197) .  E l  uso de e s t a  
mutante  p r e s e n t a  una v e n t a j a  fundamenta l ,  c r e c e  como " p r o t o -  
p l a s t o s "  a i s l a d o s  rodeados p o r  una membrana p l a s m b t i c a ,  con 
ausenc ia  de pa red  c e l u l a r ,  c a r a c t e r f s t i c a  de l a  cepa s a l v a j e  
de Neurospora.  
La cepa s a l v a j e  se c u l t i v d  en  medio de Vogel (198)  
suplementado con sacarosa a1 2%(P/V) y  2,5 u l / m l  de b i o t i n a .  
Los c u l t i v o s  se d e s a r r o l l a r o n  con a g i t a c i d n  r o t a t o r i a  (100rpm) 
a  30°C, d u r a n t e  40 horas ,  en f rascos  de Er lenmeyer  de 2.000 m l  
con ten iendo  500 m l  de medio. Los c u l t i v o s  se cosecharon p o r  
f i l t r a c i d n  en un embudo BUcher con v a c f o ,  l avando  con 500 m l  
de agua d e s t i l a d a  f r f a .  A c o n t i n u a c i b n ,  e l  m a t e r i a l  se conge- 
16 a  -20°C y  l i o f i l i z 6 .  
Los c u l t i , v o s  de l a  mu tan te  " s l i m e "  se  r e a l i z a r o n  
de acuerdo a  Woodvard y Woodward (199) ,  en  10s c u a l e s  e l  me- 
d i o  mfnimo de Vogel c o n t i e n e  10s s i g u i e n t e s  agregados:  2% de 
sacarosa,  0,75% de, c a l d o  de n u t r i e n t e s ,  0,75% de e x t r a c t 0  de 
l e v a d u r a  y 2,5 pl /ml  de b i o t i n a .  E l  c r e c i m i e n t o  se l l e v d  a  
cab0 a  30°C d u r a n t e  48-60 horas  con a g i t a c i d n  r o t a t o r i a  
(100 rpm). 
1-2. Homogeneizaci6n Y Fracc ionamien to .  
E l  m a t e r i a l  l i o f i l i z a d o  se p u l v e r i z d  en  un m o r t e r o  
en p r e s e n c i a  de n i t r d g e n o  I t q u i d o .  E l  p o l v o  o b t e n i d o  se t r a s -  
vast5 a  un  Yasd de p r e c i p i t r d o ,  donde se  homogeneizd con un 
e q u i  po U l t r a  T u r r a x  ( d e s i  n t e g r s d o r  de t e  j i dos , model o  T  18/10, 
I K A ) ,  d u r a n t e  1 m i n u t o  a  mdxima v e l o c i d a d ;  e s t a  o p e r a c i d n  se 
r e p i t i 6  dos veces mds. Seguidamente se d e j 6  evapora r  e l  n i t r 6 -  
geno y  se r e s u s p e n d i d  e l  m a t e r i a l  en TRIS-HCL 50 mM, pH:7,5 
(tamp6n A) con ten iendo  PMSF ( F l u o r u r a  de f e n i  l m e t i l  s u l f o n i l o )  
5 mM. La c a n t i d a d  de tamp6n A agregada f u e  de 20 m l  p o r  g r a -  
mo de m i c e l i o  seco. E l  m a t e r i a l  f u e  nuevamente homogeneitado 
con U l t r a  T u r r a x .  E l  e x t r a c t 0  f u e  c e n t r i f u g a d o  a  1.100 x g  por 
10 m i n u t o s  a  4OC. E l  sobrenadante  o b t e n i d o  se c e n t r i f u g d  a  
12.000 x  g  p o r  10 m inu tos  a  4OC y  e l  sobrenadante  de e s t a  Q1- 
t i m a  c e n t r i f u g a c i d n  f u e  c e n t r i f u g a d o  a  105.000 x  g  d u r a n t e  
120 m i n u t o s .  Es te  Q l t i m o  sobrenadante  f u e  denominado S105 y 
c o n s t i t u y e  l a  f r a c c i 6 n  s o l u b l e -  d e l  m i c e l i o  a  p a r t i r  de l a  
c u a l  se r e a l i z a r o n  10s s u c e s i v o s  pasos de p u r i f i c a c i d n  de l a  
a d e n i l  c i c l a s a .  '1 ) 11,; I ; I c, . . . s I ; 
Las c g l u l a s  obte 'n idas de 10s c u l t i v o s  de l a  mutan- 
t e  se c o l e c t a r o n  p o r  c e n t r i f u g a c i d n  a  900 x  g p o r  7  m inu tos .  
E l  p r e c i p i t a d o  c e l u l a r  se r e s u s p e n d i d  en  una c a n t i d a d  de 
NaHC03 1mM i g u a l  a  l a  d6cima p a r t e  d e l  voldmen t o t a l  d e l  c u l -  
t i v o ,  se d e j 6  30 m i n u t o s  en f r f o .  En e s t e  n i v e l ,  a  l a  p repa-  
r a c i 6 n  se l a  l l a m 6  " l i s a d o " .  E s t a  suspens i6n  se c e n t r i f u g e  
p o r  15 m i n u t o s  a  15.000 x  g  y  e l  sobrenadante  o b t e n i d o  se cen-  
t r i f u g 6  nuevamente a  105.000 x g  p o r  60 m i n u t o s .  E l  p r e c i p i -  
t a d 0  l o g r a d o  c o n s t i t u y e  l a  f r a c c i d n  que denominamos "membra- 
nas c r u d a s ' ,  e s t a  f r a c c i d n  f u e  resuspend ida  en  NaHC03 1mM y 
. . usada como f u e n t e  de I . - _  .. 1.c y~;~. #, : 
I .  
..,Y 
J. 1 
. . . 8 
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t ,  I : 11. Trypanosoma c r u z i .  I 
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11-1. Cepa u t i l i z a d a  y c o n d i c i o n e s  de c u - l t i v o .  
I 
I 
, '  
La cepa u t i l i z a d a  f u e  l a  ' l lamada T u l  2, porque de- 
r i v a  de l a  cepa Tulahugn, que f u e  manten ida  p o r  i n o c u l a c i 6 n  
'L,. . .7... 
-. 
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en r a t a s  ha s t a  1979 y  en c&ivo h a r t s  el presen t e  (200) .  Es-  
t a  cepa s i  gue conservando sd i n f e c t i v i d a d .  
El e s t a d f o  de l  p a r $ r i t o  u t i l i z a d o  en 10s  experimen- I 
t o s ,  e s  e l  e p i m a s t i g b t e .  L ~ I !  c 6 l u l a s ' f u e r o n  c r e c i d a s  a  30°C 
1 
en u n  medio b l f d s f c o  coinplatp (201) , .  sin a g i t a c i d n  en Er len-  
meyers de 250 ml, conteniendfl 50 m1 de medio con agar  y  5  m l  
de medio l f q u i d o .  Los p a r d s l t o s  que crecen en l a  s u p e r f i c i e  
y son cosechados en l a  f a s e  Joga r f tmica  de c r ec imien to  ( 7  
d i a s ) ,  s e  c e n t r i f u g a r o n  a  1.D00 x g por 15 minutos a  4OC y  
se l avaron  3 veces qon una s ~ l u c i d n .  qua con ten fa  s aca rosa  
0,25 M y  KC1 5mM (SKS). 
. ' -  
, '* 
11-2.  Homogeneizacidn y Fraccio.namiento. 
. . 
Los pards i  t o s  fueron  r e~uspend ' i dos  en TRIS-HCL 50mM, 
conteniendo 2-percap toe tano l  l m M ,  en una r e l a c i d n  de 100 mg 
de c 6 l u l a s  (peso hdmedo) por 1 m l  d e  tampdn e inmediatamente 
s e  sometieron a  l a  r u p t u r a .  Esta  se l l e v d  a  cab0 en u n  des in -  
t eg rado r  Sorva l l -Rib i  , por pres i f in  y  descompresidn a  350 kg/cm2 
(5.000 p s i ) ,  en atmdsfera  de n i t rbgeno .  La r u p t u r a  s e  compro- 
b6 en u n  microscopio  bp t i co .  
El homogenato f u e  c e n t r i f u g a d o  a  1.000 x g duran t e  
15 minutos a 4OC y e l  sobrenadante  ob t en ido  se c e n t r i f u g e  a  
5.000 x g por 15 minutos a  4 O C .  Luego s e  c e n t r i f u g 6  a  1 1 . 5 0 0 ~  g  
duran te  10 minutos y  a 30.000 x g  por 30 minutos.  Finalmente,  
a1 sobrenadante  s e  l o  sometid a una u l t r a c e n t r i f u g a c i d n  a  
105.000 x g  por 150 minutos a  4OC. 
A cada una de l a s  f r a c c i o n e s  s e  l e s  midi6 l a  a c t i -  
vidad de a d e n i l  c i c l a s a  para  de t e rmina r  l a  l oCa l i zac i6n  de 
l a  enzima. 
Como consecuencia de 10s r e s u l t a d o s  ob t en idos ,  pos- 
t e r i o rmen te  se u t i l i z d  como f u e n t e  de enzjma l a s  f r a c c i o n e s  
co r r e spond ien t e s  a'membrarra p lasmbt ica .  
111. P r e p a r a c i 6 n  d e l  s u s t r a t o  r a d i o a c t i v o  de l a  a d e n i l  c i c l a -  
E l  mBtodo de ensayo de Ja a d e n i l  c i c l a s a  usado e n  
e s t a  t e s i s ,  se basa en l a  c u a n t i f i c a c i b n  d e l  AMPc "marcado" 
r a d i o a c t i v a m e n t e  con 3 2 ~ ,  a  p a r t l r  de A T P ( ~ $ )  n a r c a d o  en po- 
s i c i d n  o( , ya  que e s t e  es e l  B n i c o  f o s f a t o  que se  conserva  
en l a  m o l 6 c u l a  d e l  p roduc to ,  l u e g o  de l a  c a t d l l s i s  e n z i m b t i -  
ca ( f i g u r a  18) :  
I 
- 
o o 
Me I 
I&% JATP [*P]AMPc PPi 
Figura 18. 
I La s f n t e s i r  d e l  [PPJATP, r e  r e a l  i z 6  p o r  e l  metodo 
d e s c r i p t o  p o r  F l a w i d  y T o r r e s  (202). E s t e  p r o c e d i m i e n t o  i n v o -  
l u c r a  dos pasos : 
1- ~ f n t e s i s  p u i m i c a  d e l  C~~PIAHP, que i m p l i c a  l a  e s t e r i f f c a -  
c i 6 n  d e l  3 2 ~ ~ 4 ~ 3  con e l  o x h l ~ d r i l o . e n  p o s i c i d n  5 '  de l a  i s o p r o -  
pi liden-adenosina ( f i g u r a  lg), segui 'da de una h i d r b l i s i s  b c i -  ~ 
da d e l  g rupo i s o p r o p i l i d e n o ,  p a r a  o b t e n e r  S ' A M P  marcado con 
3 2 ~ .  8 
1 
2- S f n t e s i s  e n z i m d t i c a  d e l  [@P]ATP; u t i l i z a n d o  como m a t e r i a l  1 I 
de p a r t i d a  e l  p r o d u c t 0  de l a  s f n t r s t s  qufmica,se e f e c t u a n  s i -  1 
multaneamente 1as s i g u i e n t e s  r e a c c l o n e s  e n z i m d t i c a s .  I 
ng2+ 32 [ P]SIAMP + ATP - 3 2 ~ - ~ ~ ~  + ADP 
mioqu inasa  
K 
C ~ ~ P J A D P  + EP B ~ ~ P - A T P  + PIRUVATO 
p i  r u v a t o '  q u i  nasa 
. '  
4 :..;'";g 
\- .> 
F i  gura 19. Isopropi 1 i dBn-ademsi na 
I 
9 Se p r o c e d i d  de l a  s i g u i e n t e  manera: 
La s o l u c i d n  c l o r h f d r i c a  de f o s f a t o  i n o r g d n i c o  r a d i o a c t i v o  
(50 mCi) se l l e v 6  a  sequedad en un evaporador  r o t a t o r i o .  E l  
sedimento se r e s u s p e n d i d  en  4 m l  de agua d e s t i l a d a ,  agregbn-  
I 
dose 5  pmoles de f o s f a t o  i n o r g b n i c o  " f r f o " .  V o l v i o  a  e v a p o r a r -  
se a  sequedad y a resuspenderse  e l  sed imento  e n  4 m l  de agua. 
E s t e  p r o c e d i m i e n t o  se r e p i t i b  3  veces con e l  o b j e t o  de e l i m i -  
n a r  p o r  comple to  ' e l  d c i d o  c l o r h f d i c o  en que v i e n e  d i s u e l t o  
e l  3 2 ~ .  A1 s e d i m r n t o  de l a  d l t i m a  e v a p o r a c i d n  se l e  agregaron 
8 s, 
60 mg de i sop rop i l i d ;n -adenos ina  y r e  secd con a c e t o n i t r i l o  c. 
. ' -  
en l i n e a  de v a c f o  segdn Green less  y Symons (203) .  A 
E l  sed imento  se r e s u s p e n d i d  en  4-5 m l  de a c e t o n i t r i -  
l o  y se evapor6  nuevamente a sequedad. E s t e  p r o c e d i m i e n t o  se 
r e p i t i d  3 veces mas. Una vez que l a  p r e p a r a c i d n  e s t u v o  t o t a l -  
mente seca, se r e a l i z d  l a  s f n t e s i s  qu fm ica :  Se p r e p a r d  una 
mezc la  de 3.2 m1 de d i m e t i l - s u l f d x i d b  ( s o l v e n t e ) ,  20 p l  de 
t r i  c l o r o - a c e t o n i  t r i  l o  (agen te  c o n d e n s a n t e l  y 25 ~1 de t r i e t i  1  - : 
amina ( c a t a l i z a d o r ) .  Se agregd rap idamen te  l a  mezc la  a1 b a l d n  
de r e a c c i d n  que c o n t e n f a  e l  32~i y  l a  i s o p r o p i l  i d i n - a d e n o s i n a ,  
se t a p 6  hermgt icamente  y . s e  i n c u b d  a  37OC d u r a n t e  15-20 minu-  
t o s .  A c o n t i n u a c i 6 n  se l e  ag-regaron 6  m l  de B c i d o  a c e t i c 0  5  N 
y se c a l e n t d  en baRo de agua a  100°C, con e l  b a l 6 n  destapado,  
d u r a n t e  1 hora  ( h i d r d l i s i s ) .  A 1  cab0 de ese t iempo,  e l  c o n t e -  
n i d o  d e l  b a l d n  se  evaporb  a  sequedad, se  r e s u s p e n d i d  en 3  m l  
de agua y se evapord  nuevamente. E s t a  p r o c e d i m i e n t o  se r e p i -  
t i 6  4 veces. 
S i n t e s i s  e n z i m b t i c a :  E l  sed iment0  de l a  d l t i m a  e v a p o r a c i d n  
( [ 3 2 ~ ] 5 ' ~ ~ ~ )  f u e  i ncubado  d u r r n t e  20 m i n u t o s  a  37'C en una 
mezc la  de l a  s i g u i e n t e  compos ic ibn :  
tamp6n TRIS-HCL LOOmM pH:7,4 
L5mM 
LOOmM 
I I ATP I 
!I P E P  . 
P i r u v a t o  qu inasa 
M i o q u i  nasa 
I I 
I E l  volumen t o t a l  f u e  de 3,2 m l  y l a  r e a c c i d n  se de tuvo  p o r  
e l  agregado de 3 m l  de metano l ,  c a l e n t a n d o  l u e g o  en baRo de 
agua a  100°C, d u r a n t e  3 m i n u t o s .  
Despues de f i n a l i z a d a  l a  s f n t e s i s  e n z i m d t i c a ,  e l  c o n t e n i d o  
d e l  b a l 6 n  f u e  sembrado en una columna de DEAE-Sefadex A-25 
( 1 x 9  cm) forma b i c a r b o n a t o ,  p r e v i a m e ~ t e  l a v a d a  y  e q u i l i b r a -  
da con agua d e s t i l a d a .  Una vez que l a  m u e s t r a  p e n e t r 6  en  l a  
columna c r o m a t o g r b f i c a ,  se e l u y d  con un g r a d i e n t e  c o n t i n u o  
de b i c a r b o n a t o  de t r i e t i l - a m i n a  pH:7,5, de 0  a  1 M (vo lumen 
t o t a l  de g r a d i e n t e  200 m l ) .  Se r e c o g i e r o n  f r a c c i o n e s  de 
7-8 m l  y l a  p r e s e n c i a  de r a d i o a c t i v i d a d  en cada f r a c c i d n  f u e  
es t imada s e m i c u a n t i t a t i v a m e n t e ,  med ian te  e l  uso de un d e t e c -  
t o r  t i p o  G e i g e r - M i l l l e r .  En l a  f i g u r a  20 se mues t ra  un p e r f i l  
t f p i c o  d e l  e l u f d o  de l a  columna de DEAE-Sefadex A-25.  
Se j u n t a r o n  l a s  f r a c c i o n e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a1 p i c o  de ATP 
y se evapor6  a  sequedad en e l  evaporador  r o t a t o r i o .  E l  r e s i -  
duo se re tom6 en 5  m l  de me tano l ,  se  evapord  nuevamente y p o r  
Q l t i m o  se r e s u s p e n d i d  e l  sed iment0  en un volumen a p r o p i a d o  
de agua d e s t i l a d a  (genera lmente  de 1 a  4 m l ) .  
La c a r a c t e r i z a c i d n  d e l  ATP radioactive se r e a l i z d  p o r  croma- 
t o g r a f f a  ascendente  e n  h o j a s  de p o l  i e t i l i n - i m i n o - c e l u l o s a ,  
con ten iendo  r e a c t i v o  f l u o r e s c e n t e ,  usando como s o l v e n t e  c l o -  
r u r o  de l i t i o  1,5M. La p o s i c i d n  de 10s n u c l e q t i d o s  u t i l i z a d o s  
como p a t r o n e s  (ATP, ADP,' AMP) f u e  d e t e c t a d a  b a j o  l u z  U.V.,  
e m i t i d a  p o r  una f u e n t e  marca M i n e r a l i g h t .  I 
I 
I Figura 20, Perfi 'C de elucidn de yna crolllcltografia en DEAE-Sefadex A-25, 
I %  
correspondiente a l a  m t c l a  de reaccidn espues de l a  sfnte- 1 sis enz id t ica  para l a  obtencidn de [c% P] ATP. Se estima 
1 a radioactividad en cada fraccidn semi cuanti ta t i  vamente con 
un m n i  tor  (0). 
',<" 
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I V .  Ensayo de l a  a c t i v i d a d  de a d e s i l  c i c l a s a .  
AMP c l c l i c o  lmM,  C12Mn o  CIZMg 2mM, f o s f o c r e a t i n a  2mM, 
32 [ O( PlATP 0,5mM (con  una a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  que v a r f a  
e n t r e  50 y 200 cpm p o r  pmol)  y f r a c c i d n  e n z i m t i t i c a  (50-200pg 
p r o t e f n a ) .  E l  volumen t o t a l  f u e  0 , l  m l  y l a s  i n c u b a c i o n e s  
se r e a l i z a r o n  a  37OC p o r  3  a  10 m inu tos .  La r e a c c i 6 n  f u e  de- 
t e n i d a  p o r  e l  agregado de una s o l u c i d n  que c o n t i e n e  ATP 40mM, 
C ~ H J A M P C  12,5 mM ( a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  3.000 cpm p o r  mo l )  y 
c a l e n t a m i e n t o  d u r a n t e  3  m i n u t o s  en baflo de agua a  100°C (204) .  
E l  AMP c f c l i c o  f o r q a d o  f u e  p u r i f i c a d o  s i g u i e n d o  
e l  p r o c e d i m i e n t o  de c r o m a t o g r a f f a  s e c u e n c i a l  en columnas Do- 
wex-50 y AlGmina, d e s c r i p t o  p o r  Solomon e t  a1 (205) .  La base 
d e l  m6todo c o n s i s t e  en s e p a r a r  e l  AMPc r a d i o a c t i v o  de 10s o-  
t r o s  n u c l e 6 t i d ~ s  (ATP, ADP, AMP), d e l  P i  y d e l  P P i  a  t r a v g s  
de una r e s i n a  i n t e r c a m b i a d o r e  de c a t i o n e s  (DOWEX-50), 10s H* 
de l a  r e s i n a  se i n t e r c a m b i a n  con 10s - N H ~  de l a  adenina.  E l  
AMPc es e l  Qnico compuesto de f o s f a t o  p a r c i a l m e n t e  r e t e n i d o  
p o r  l a  r e s i n a ,  pues su  ca rga  p o s i t i v a  (adenos ina )  no es t o t a l -  
mente c o n t r a r r e s t a d a  p o r  l a  Gnica c a r g a  n e g a t i v a  d e l  g rupo 
f o s f a t o .  Luego d e l  p a s a j e  p o r  l a  Dowex 50, e l  AMPc es a d i c i o -  
na lmente p u r i f i c a d o  en  una c'olunna de a l d m i n a  que r e t l e n e  a  
todos  10s f o s f a t o s  que p u d i e r a n  a f n ,  e s t a r  contaminando a1 
n u c l e d t i d o  c f c l i c o .  En e s t a  columna e l  AMP c f c l i c o  no se r e -  
' 4 .  r , +$,;&I-.?- . - t i e n e  a  pH n e u t r o .  
Los pasos de p u r i f i c a c i d n  d e l  AMP c f c l i c o  se d e t a -  
l l a n  a  c o n t i n u a c i d n :  A 
Una vez d e t e n i d a  l a  r e a c c i d n  e n z i m t i f i c a ,  se ag rega  
1 m l  de agua d e s t i l a d a  a  l a  n u e s t r a  y se s iembra  en una co lum-  
na de DOWEX AG-50W-X4 (200-400 mesh) forma H+ de 4 cm de l a r -  
go p o r  0,5 cm de d i t i m e t r o  i n t e r n o .  Luego d e l  p a s a j e  de l a  mues- 
t r a ,  se l a v 6  con 5 m l  de agua d e s t i l a d a  en  dos e tapas ,  una 
de un m l  y o t r a  de c u a t r o  m1, d e s c a r t i n d o s e  10s e l u i d o s .  Des- 
pugs se pasaron 6 m l  de agua, recog iCndose e l  e l u f d o  d i r e c t a -  
mente sob re  una columna de a lbm ina  n e u t r a  ( 3  x 0,5 cm) p r e v i a -  
I mente e q u i l i b r a d a  con Imidazol -HCL 0,lM pH:7,5. Una vez pasa- 
dos 10s 6 m l  p o r  l a  columna de a lbmina,  y habi t indose desecha- 
do e l  e l u f d o  c o r r e s p o n d i e n t e ,  se l a v a  l a  columna con 1 m l  d e l  
tampdn de e q u i l i b r a d o  y l u e g o  con 4 m l  d e l  mismo tamp6n, r e c o -  
g iendose e s t e  Q l t i m o  e l u f d o  en  f r a s c o s  de c e n t e l l e o  l f q u i d o .  
La r a d i o a c t i v i d a d  se m i d i 6  segbn e l  metodo de B ray  (206) ,  aRa- 
d i e n d o  a 10s f r a s c o s  13,5 m l  de l a  mezc la  c e n t e l l a d o r a .  
I I Lw' Las l e c t u r a s  se r e q l i z a r o n  en un c o n t a d o r  de c e n t e -  
l l e o  Beckman LS-8100, u t i l i z a n d o  e l  programa 6 d e l  wismo, con 
l e c t u r a  p a r a  3~ y 3 2 ~ .  E l  AMP c f c l i c o  t r i t i a d o ,  agregado a1 
f i n a l i z a r  l a  i n c u b a c i b n ,  p e r m i t e  c a l c u l a r  e l  p o r c e n t a j e  de - 
r e c u p e r a c i d n  d e l  AMPc l u e g o  d e l  p a s a j e  p o r  l a s  columnas. 
V .  P r e p a r a c i b n  de h e x i l  amino-se farosa.  
En 1 a p r e p a r a c i d n  de h e x i  1- ami no -se fa rosa ,  que s s  - 
A . 
us6 en uno de 10s pasos de p u r i f i c a c i 6 n  de l a  a d e n i l  c i c l a s a  
de Neurospora c r a s s a  y Trypanosoma c r u z i ,  se s i g u i d  e l  m6to-  
do d e s c r i p t o  p o r  Cuat recasas  (207).  
I I A 50 g de se farosa?4B,  p rev iamen te  l avada  con agua 
d e s t i l a d a ,  se l a  r e s u s p e n d i d  e n  50 m l  de agua. A d i c h a  suspen-  
s i 6 n  se l o  somet ib  a a g i t a c i d n  magnd t i ca  en baAo de h i e l o ,  
se l e  agreg6 50 m1 de una s o l u c i b n  de BrCN (0,2g/ml),  mante-  
n iendose  e l  pH en 11, con e l  agregado de NaOH 4N. Una vez es -  
t a b i l i z a d o  e l  pH, se f i l t r b  l a  r e s i n a  con v a c f o  en  un embudo 
Buchner y se l a v 6  con 500 m l  de agua d e s t i l a d a  y 500 m l  de 
NaC03H 0,1M, ambos a 4°C. Luego, l a  r e s i n a  se t r a s v a s d  a un 
vaso de p r e c i p i t a d o ,  oon ten iendo  80 m l  de una s o l u c i d n  de 
1,6 d iamino-hexano en NaC03H 1 M  (0,15 g /m l ) ,  l l e v a d o  p r e v i a -  
mente a  pH:8 con HC1 concent rado.  E s t a  suspens i6n  se  mantuvo 
con a g i t a c i 6 n  magnbt ica  a  4OC d u r a n t e  16-20 horas .  A1 t t i r m i -  
no de d i c h ~  t iempo,  se l a v d  l a  r e s i n a  con aproximadamente 
1.000 m l  de agua d e s t i l a d a ,  se r e s u s p e n d i 6  en e t a n o l a m i n a  l M ,  
manteniendo l a  a g i t a c i b n ' m a g n b t i c a  a  4°C p o r  2-3 ho ras .  
F ina lmen te  l a  r e s i n a  f u e  f i l t r a d a  y ' lavada exhaus-  
t i v a m e n t e  con agua d e s t i l a d a .  .-. 
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V I .  S o l u b i l i z a c i d n  de l a  a d a n i l  c i c i a s a  de T. c r u z i .  
Se r e s u s p e n d i e r o n  10 g de i ryp.anosoma c r u z i ,  cepa 
Tulahugn 2, en TRIS-HC1 50 mM pM:7,5 (tampdn A ) ,  c o n t e n i e n d o  
2 -mercap toe tano l  1mM. La r u p t u r a  y f r a c c i o n a m i e n t o  p o s t e r i o r  
se r e a l i z a r o n  t a l  como se e s e p c i f i c d  en  e l  a p a r t a d o  11-2 de 
e s t a  s e c c i d n  de " M a t e r i a l e s  y Metodos". 
La f r a c c i d n  PIo5 o b t e n i d a ,  f u e  resuspend ida  en 
TRIS-HC1 50 mM pH:7,5, 2 -mercap toe tano l  1 mM, L u b r o l  PX 0,1% 
( d e t e r g e n t e  no i b n i c o )  y  (NHq)2S04 0,5M, e s t o  c o n s t i t u y e  e l  
tampdn de e x t r a c c i d n .  La suspens idn  de membranas f u e  s o m e t i -  
da a  a g i t a c i d n  magnd t i ca  d u r a n t e  60 m i n u t o s  a  0°C. A1 cabo 
de dicho t i empo  se c e n t r f f u g d  a 105.000 x  g  p o r  60 m inu tos .  
E l  PIo5 e x t r a f d o  s e . r e s u s p e n d i 6  en tamp6n A y se m i d i 6  en  am- 
bas f r a c c i o n e s  l a  a c t i v i d a d  de a d e n i l  c i c l a s a .  E l  sobsenadan- 
t e  de 105.000 x  g  (SlO5) d e l  hoaogenato o b t e n i d o  en p r e r e n c i a  
d e l  tamp6n de e x t r a c c i d n  c o n s t i t u y d  l a  f r a c c i d n  s o l u b i l i t a d a  
de l a  enzima, l a  c u a l  se s o m e t i d  a 10s pasos de p u r i f i c d c i b n  
que se d e t a l l a n  a  c o n t i n u a c t 8 n .  
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VII. PurificaciBn parcjal de la adanil ciclasa de T .  cruzi. 
La fracsibn SlO5 obtenida de la extraccidn, se dia- 
lizd durante una noche a 4 O C  contra 50 volQmenes de una solu- 
ci6n de TRIS-HCL 50 mM pH:7,5, 2 mercaptoetanol 1 mM (tampdn 
B )  , conteniendo Lubrol - .  P X .  0,lla,(tamp6n C ) .  
i i  1.b h l "  I I .7 
VII-1. - Cromatograffa en hexilamino-sefarosa. 
pypj : 8 , I. I 
- %!If I '  1 ,  8 !I. 
La fracc-ibn SlO5 
I I dializada (10 mi, 4 mg proteina/ml) 
se sembrd en una columna de Hexilamino-sefarosa, preparada 
tal como se especifica en el apartado V de este capitulo, el 
\echo de resina fue de 1 x 15 cm y se equilibrd con tampdn B. 
Luego de aplicar la muestra en la'columna, se lav6 con 20 m1 
de tampdn de equilibrio y se eluyd por pasos, es decir apli- 
cando tampbn C conteniendo concentraciones crecientes de ClNa, 
a saber 0,l-0,2-0,3-0,4-0.5 y 1 M. El volQmen total del tam- 
p6n eluyente fue de 50 ml; s@ recogieron fracciones de 1 ml 
con un flujo de elucidn de 0,5 ml por minuto. Las fracciones 
que contenfan actividad de a d e n i l  ciclasa se reunieron y cons- 
tituyeron la fraccidn de Hexilamino-sefarosa. I I I 
I I II 
I I  
VII-2. Enfoque isoel6ctrico en columna. 
. I  ; , ' I  tP$; ': ; I . . I . .  ::.iBf,&-f . 1:- I 
~d utilizd un6 columna narca L K B '  de 110 m1 de caba- 
cidad. Los enfogues isoel6ctricos fueron llevados a cab0 si- 
guiendo las instrucciones del manual del uso provisto por LKB. 
En todos 10s casos el medio estabilizante del gradiente de 
anfolitos fue sacarosa. I - 
- 1  . 
Enfoque isoel6ctrico en el rango de pH:5-8. Concentracidn fi- 
nal de anfolitos en la columna 1%. 
Polaridad: Anodo en la parte inferior de la colurnna. 
Composici6n de la solucibn anbdica: Sacarosa, 15 g; H20, 12 ml 
y d c i d o  o r t o f o s f 6 r i c o  l M ,  4 m l .  
Compos ic i6n  de l a  s o l u c i d n  c a t 6 d i c a :  NaOH 0,25 M, 10 m l .  
E l  g r a d i e n t e  de s a c a r o s a  y a n f o l i t o s  se  r e a l i z 6  a  
p a r t i r  de l a s  s i g u i e n t e s  s o l u c i o n e s :  
S o l u c i d n  densa, s a c a r o s a  27 g, H20 33 m l ,  a n f o l i t o s  ( s o l u c i b n  
a1 40% P / V  d e l  rango  de pH:5-8), 2  m l  y de m u e s t r a  2  m l  ( f r a c -  
c i 6 n  de H e x i l a m i n o - s e f a r o s a ) .  
S o l u c i 6 n  d i l u f d a ,  s a c a r o s a  2.7 g, H20, 46.3 m l ,  a n f o l i t o s  ( s o -  
l u c i 6 n  a1 40% P / V  d e l  r ango  de pH de 5 a  8 ) ,  0,7 m l .  
En caso  que e l  e l e c t r o e n f o q u e  t u v i e r a  f i n e s  a n a l f -  
t i c o s ,  l a  c o m p o s i c i d n  de l a s  s o l u c i o n e s  f u e :  
S o l u c i d n  densa, s a c a r o s a  27 g, H20 35 m l  y a n f o l i t o s  2  m l  de 
s o l u c i 6 n  a1 40% P / V .  
S o l u c i 6 n  d i l u f d a ,  s a c a r o s a  2.7 g, H20, 52.3 m l  y a n f o l i t o s  
0,7 m l  de so luc !6n  a1  40% P / V  ( X ) .  
Una vez formado e l  g r a d i e n t e  de s a c a r o s a  se r e a l i -  
26 l a  c o r r i d a  a  una p o t e n c i a  c o n s t a n t e  de 5W d u r a n t e  20 h o r a s ,  
man ten iendo  e l  s i s t e m a  r e f r i g e r a d o  a  4°C. La i n t e n s i d a d  de 
c o r r i e n t e  y e l  v o l t a j e  i n i c i a l  f u e r o n  7  mA y 700 V  r e s p e c t i -  
vamente.  La i n t e n s i d a d  f i n a l  f u e  2 mA y e l  v o l t a j e  f i n a l  
1.800 V .  A1 d a r  p o r  f i n a l i z a d a  l a  c o r r i d a ,  e l  c o n t e n i d o  de 
l a  co lumna fue f r a c c i o n a d o  p o r  med io  de una bomba p e r i s t d l t i -  
ca  en a l f c u o t a s  de  2 m l .  E l  pH de l a s  f r a c c i o n e s  f u e  med ido  
a  4°C. 
U Cuando se f o rm6  e l  g r a d i e n t e ,  se  r e a l i z 6  un  p r e e n f o q u e  
de 10s a n f o l i t o s ,  d u r a n t e  6  h o r a s  a  1.600 V y 2 mA y pasado 
ese l a p s o  se r e t i r 6  d e l  c e n t r o  de l a  co lumna,  un v o l t i n e n  d e l  
c o n t e n i d o  i g u a l  a1 vol t lmen de l a  m u e s t r a  a  sembrar  (1 m l )  p o r  
med io  de una bomba p e r i s t d l t i c a  LKB. Se a j u s t 6  l a  c o n c e n t r a -  
c i 6 n  de l a  m u e s t r a  p o r  agregado de  s a c a r o s a  s 6 l l d a  y se  l a  
i n t r o d u j o  en  l a  zona c e n t r a l  d e l  g r a d i e n t e .  
V I I I .  C a r a c t e r i z a c i 6 n  molecular de  l a  a d e n i l  c i c l a s a  d e  T . c r u z i .  
VII I -1 .  U l t r a c e n t r i f u g a c i d n  en g r a d i e n t e s  de  s a c a r o s a .  
Los g r a d i e n t e s  de  s a c a r o s a  d e  5 a  20% P / V  s e  prepa-  
r a r o n  en agua y 6x ido  de  d e u t e r i o  (DZO), c o n t e n i e n d o  TRIS-HC1 
50 m M  pH:7,5, 2-mercaptoe tanol  l m b l ,  NaCl 0.15 M y  Lubrol  PX 
0 , 1 % .  Los g r a d i e n t e s  f u e r o n  p repa rados  en t u b o s  de  a c e t a t o  
de c e 1 u l o s a  ( 1 , 2  x 5  cm) y f u e r o n  sembrados 0 ,2  m l  de una mez- 
c l a  que contenia l a  p r e p a r a c i b n  enzimif t ica  y  l a s  s i g u i e n t e s  
p r o t e i n a s  marcadoras :  c a t a l e s a  d e  hfgado bovino ( 0 , l  mg/ml), 
ma la to  d e s h i d r o g e n a s a  de  corqzdn p o r c i n o  (0 ,Ol  mg/ml ) , l a c t a -  
t o  d e s h i d r o g e n a s a  de  mGsculo d e  c o n e j o  ( 0 , 0 3  mg/ml) y c i t o c r o -  
mo C de coraz6n  de c a b a l l o  ( 2  mg/ml). Las c e n t r i f u g a c i o n e s  
s e  r e a l i z a r o n  en e l  r o t o r  SW60 de  Beckman, a  40.000 rpm duran-  
t e  18 horas  a  4°C.  F i n a l i z a d a  l a  c o r r i d a  se  c o l e c t a r o n  f r a c -  
c i o n e s  de 0 , 2  ml ,  succ ionando  desde  e l  fondo d e l  t u b 0  con una 
cdnula  conec tada  a  una bomba p e r i s t b l t i c a ,  a  una v e l o c i d a d  
VII I -2 .  F i l t r a c i 6 n  en g e l e s  de a g a r q s a .  
La f i l t r a c i b n  se r e a l i z e  en una columna de  Bio-Gel 
A-5m de d imens iones  a n a l f t i c a s  ( 0 , 9  x 75 cm) e q u i l i b r a d a  con 
tamp6n C .  La mues t ra  sembrada f u e  una f r a c c i 6 n  de  Hexil ami- 
no- se fa rosa  ( 0 , 8  m l  , 0,45 mg/ml) y se e l u y 6  con e l  mismo tam- 
p6n, a  una v e l o c i d a d  de  0 , 8  m l / m i n .  La t e m p e r a t u r a  s e  mantu- 
vo a  4OC y  l a s  f r a c c i o n e s  f u e r o n  de  1' m l .  Las p r o t e i n a s  mar- 
cadoras  f u e r o n  c r o m a t o g r a f i a d a s  en forma i n d i v i d u a l  en l a  mis- 
ma columna. Dichas p r o t e i n a s  f u e r o n  t - g a l a c t o s i d a s a  de  
E s c h e r i c h i a  c o l i  (0 ,05  mg/ml), fumarasa  de  co razdn  p o r c i n o  
(0,025 mg/ml), ma la to  d e s h i d r o g e n a s a ,  l a c t a t o  d e s h i d r o g e n a -  
s a  y c i toc romo C ,  como se i n d i c d  en l a  s e c c i d n  V I I I - 1  de  es-  
t e  c a p i t u l o .  E l  volumen de  e x c l u s i d n  f u e  de te rminado  usando 
una suspens idn  de R h i z o b i u n  a e l i l o t i  c o n t e n i e n d o  6 x 10 8 
b a c t e r i a s l m l ,  s i g u i e n d o  abso rbanc ia  a  660 nm. 
4 I Q'1 
VIII-3. D e t e r m i n a c i 6 n  de l a $  p r o t e f n a s  marcadoras en 10s g r a -  
d i e n t e s  de sacarosa y en l a s  columnas de B io-Ge l .  . 
Ci toc romo C: se m i d i 6  su a b s a r c i d n  en 410 nm (banda de S o r e t )  
M a l a t o  desh idrogenasa:  l a  a c t i v a c i d n  se  d e t e c t 6  p o r  e l  consu- 
mo de NADH, en p r e s e n c i a  de o x a l a c e t a t o ,  s i g u i e n d o  l a  d i s m i -  
n u c i 6 n  de su abso rbanc ia  a  340 nm (208) .  I. 
- 
L a c t a r o  desh idrogenasa:  su a c t i v i d a d  se d e t e r m i n 6  p o r  e l  con-  
sumo de NADH, en p r e s e n c i a  de p i r u v a t o ,  d e l  mismo modo que 
p a r a  m a l a t o  desh idrogenasa.  I 
I 
Fumarasa: se m i d i 6  su  a c t i v i d a d  p o r  l a  fo rmac i6n  de fumarato,  
que absorbe a , 2 4 0  nm, en  p r e s e n c i a  de L - m d l i c o  (209)  
Ca ta lasa :  La d i s m i n u c i 6 n  de l a  o x i d a c i d n  de i o d u r o  a  i o d o ,  
acop lada a  l a  r e d u c c i b n  d e l  H202 p o r  l a  enzima, p e r m i t i 6  me- 
d i r  su  a c t i v i d a d  (210) .  . I .-* - :
(3 - g a l a c t o s i d a s a :  se v a l o r 6  u t i l i z a n d o  o - n i t r o f e n i l -  -D-ga- 
. 
1 a c t o p i  r a n b s i d o  como, s u s t r a t o  (208).  
I I I  
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fX.  C d l c u l o  de 10s par&met r@s ~ o l e c u l a r e s  e  h i d r o d i n d m i c o s .  
E l  mgtodo usado f u e  d e s a r r o l l a d o  p o r  C l a r k e  (211)  
y Meunier  e t  a1 (212)  pa ra  d e t e r m i n a r  e l  volumen e s p e c i f i c o  
p a r c i a l  de comp le jos  de p r o t e f n a - d e t e r g e n t e ,  med ian te  e l  anb- 
l i s i s  de 10s c o e f i c i e n t e s  ,de s e d i m e n t a c i d n  en  g r a d i e n t e s  de 
dens idad  hechos en H20 y D20. La base d e l  metodo f u e  d e s c r i p -  
t o  p o r  E d e l s t e i n  y Schachman (213)  y c o n s i s t e  e n  e l  cambio 
en e l  c o e f i c i e n t e  de sedimen,gaci6n p r o d u c i d o  p o r  e l  aumento 
de d e n s i d a d  de l a  s o l u c i d n  por  e l  u s o  de D20. 
De acue rdo  c o n  e l  t r a b a j o  de  M a r t i n  yAves  (214) ,  
l a  d i s t a n c i a  r i  r e c o r r i d a  d e r d e  e l  o r i g e n  p o r  c u a l q u i e r  macro-  
m o l g c u l a  s o m e t i d a  a u l t r a c e n t r t f u g a ' c i d n  en un med io  i (i-: H  
p a r a  H20 e  i: D p a r a  D20) es:  
donde ki es una c o n s t a n t e  e n  u n  medio,a una dada d e n s i d a d  pa-  
r a  c u a l q u i e r  m a c r o m o l ~ c u l a  con  e l  mismo vo lumen e s p e c f f i c o  
p a r c i a l  ; SgO,,, es e l  c o e f i c i e n t e  de s e d i m e n t a c i 6 n  de l a  macro-  
m o l g c u l a  d e t e r m i n a d o  en  agua a  20°C; : es  e l  vo lumen e s p e c f -  
f i c o  p a r c i a l  1 es l a  d e n s i d a d  d e l  med io  I. Dado que l a  
d e n s i d a d  f aumenta l i n a a l m e n t e  a  l o  l a r g o  d e l  g r a d i e n t e  de 
saca rosa ,  se hace una e s t i m a c i d n  p romed iada  de ese p a r d m e t r o  
tomando s u  v a l o r  a  r i / 2  B a j o  e s t a s  c o n d i c i o n e s ,  e l  e r r o r  en 
p es menor que e l  0,5%. En tonces  dados dos g ra ' d i en tes  de 
s a c a r o s a  r e a l i z a d o s  e n  H20 y e n  D20, r e s u l t a :  
S iendo  e n t o n c e s :  I 
D i v i d i e n d o  a1 numerador  y a1 denominador  d e l  segundo t e r m i -  
no de l a  i g u a l d a d  ( 3 )  p o r  rDkD, r e s u l t a :  
I  I  
Por o t r o  l a d o ,  l a  e c u a c i d n  ( 2 )  puede p l a n t e a r s e  a s ? :  
y segQn l a  e c u a c i d n  . I* de Svedberg:  
I l l  
I  I  
donde S H  y SD son 10s c o e f i c i e n t e s  de s e d i m e n t a c i d n  a p a r e n t e s  
d e t e r m i n a d o s  e x p e r i m e n t a l m e n t e  en  H20 y D20 r e s p e c t i v a m e n t e ,  
y qH y qD l a s  v i s c o c i d a d e s  de l a s  s o l u c i o n e s  en H20 y D20 r e s -  
p e c t i v a m e n t e ,  e n  l a  zona e n  que se  u b i c a  l a  mac romo l6cu la  ana-  
l i z a d a .  I 
De l a s  e c u a c i o n e s  ( 4 ) ,  ( 5 )  y ( 6 )  es e n t o n c e s :  
I  
La e c u a c i 6 n  ( 7 )  f u e  u t i l i z a d a  pa ra  c a l c u l a r  e l  i de l a  a d e n i l  
c i c l a s a  S H Y  S D ,  qH Y qD f u e r o n  o b t e n i d o s  a  p a r t i r  de l a  com- 
p a r a c i 6 n  de l a  m o v i l i d a d  de l a  a d e n i l  c i c l a s a  con  r e s p e c t o  a  
l a  de l a s  p r o t e i n a s  marcadoras u t i l i z a d a s ,  en  10s g r a d i e n t e s  
de sacarosa en H20 y D20 y ~ " ~ 0 s  v a l o r e s  numdr icos  s e r d n  p r e -  
sentados en e l  c a p f t u l o  "Resul t ados  y  D i s c u s i d n " .  
Las d e n s l d a d e s r  y PH f u e r o n  d e t e r m i  nadas p o r  g r a v i n e t r f a ,  
u t i l i z a n d o  una m i c r o p i p e t a  de 50 p l .  
I X - 2 .  Radio  de Stokes .  
. . - - .  - 1  
- 
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E l  v a l o r  d e l  r a d i o  de Stokes  (a) f u e  o b t e n i d o  a  p a r -  
t i r  d e l  p e r f i l  de l a s  f i l t r a c i o n e s  e n  g e l e s  de agarosa 
( B i o - G e l ) .  E l  v a l o r  f u e  es t imado de un g r d f i c o  de g vs Ve/Vo 
(volumen de e l u c i 6 n  n o r m a l i z a d o  r e s p e c t o  d e l  volumen de ex-  
c l u s i d n ) ,  o b t e n i d o  con l a s  p r o t e f n a s  marcadoras de pardmet ros  
mo lecu l  a res  conoc idos .  
I X - 3 .  Peso m o l e c u l a r .  I 
E l  peso m o l e c u l a r  de l a  a d e n i l  c i c l a s a  f u e  c a l c u l a -  
do de acuerdo a  l a  s i g u i e n t e  e c u a c i d n  ( 2 1 5 ) :  - 
Siendo N ,  e l  nGmero de Avogadro; 920,w, v i s c o c i d a d  d e l  agua 
a  20°C ( 1 , 1 0 0 . 1 0 - ~ ~ / c m  seg);  a, r a d i o  de Stokes ;  S20,,,, coe-  
f i c i e n t e  de s e d i m e n t a c i d n  a' 20°C en agua; v, volumen e s p e c i -  
f i c o  p a r c i a l  ; 20,w, dens idad  d e l  agua a  20°C (0,9888 ~ m ~ / ~ ) .  
I I 
I X - 4 .  C o e f i c i e n t e  f r i c c i o n a l  . 
E l  c o e f i  c i e n t e  f r i c c i o n a l  f u e  c a l c u l a d o  u t t  1  i z a n d o  
10s p a r h m e t r o s  m o l e c u l a r e s  p r e v i a m e n t e  o b t e n i d o s  ( v ,  a, M )  
de acue rdo  con  l a  s i g u i e n t e  e c u a c i b n :  
S iendo  f e l  c o e f i c i e n t e  de f r i c c i d n  de  l a  p r o t e f n a  y fo ,  e l  
c o e f i c i e n t e  de f r i c c i d n  de l a  p r o t e f n a  e s f g r i c a  y a n h i d r a  de  
i g u a l  masa. 
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IX -5 .  Pa rdme t ros  de 1  as p r o t e f n a s  marcado ras .  
En base a  10s d a t o s  r e c o p i l a d o s  p o r  Haga e t  a1 (35 )  
fue c o n f e c c i o n a d a  l a  t a b l a  I V  con  10s p a r d m e t r o s  m o l e c u l a r e s  
de l a s  p r o t e f n a s  marcadoras  que se u t i l i z a r o n  p a r a  l a  c a l i b r a -  
c i d n  en g r a d i e n t e s  y c r o m a t o g r a f f a s  en g e l e s  de aga rosa .  
I I  1 
: . I COEFICI ENTE VOLUMEN 
I I DE ESPECIFICO RADIO DE PESO 
; .  I SEDIMENTACION PARCIAL STOKES MOLECULAR 
PROTEI NA 
(3 - ~ a l  actosidasa 
Catal asa I . 11.3 0.73 5.21 
I -4  
247.000 
I I : ,I ,; .. ' Funarasa ,I. I 8.95 0.738 5.29 194 .OOO 
Lactato . I - 
Des hidrogenasa - 1  7.3 0.74 
I I .  
Ma1 ato 1 
Des hidrogenasa 4.3 0.74 
Citocromo C 
Tab1 a  I V :  Pardmetros hidrodSnbmicos y mlecu la res  de l a s  protefnas 
I moleculares . 
I A', I 
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X .  P u r i f i c a c i d n  p a r c i a l  de l a  a d e n i l  c i c l a s a  de Neurospora 
c r a s s a .  
I 
Se homogeneizaron 509 de m i c e l i o  l i o f i l i z a d o  en 
1000 m l  de tamp6n A, con ten iendo  EDTA 0,5 mM, 2 - m e r c a p t o e - ,  
t an01  1 mM, ClNa 0,5 M y g l i c e r o l  5% ( V / V ) .  La homogeneiza- 
c i 6 n  y e l  f r a c c i o n a m i e n t o  p o s t e r i o r  se r e a l i z a r o n  t a l  como 
se e s p e c i f i c 6  en  e l  apa r tado  1-1 de " M a t e r i a l e s  y M6todos1'. 
La f r a c c i d n  SlO5 o b t e n i d a ,  se d i a l l z d  18 ho ras  a  
4°C c o n t r a  50 vo l fmenes de tamp6n A, c o n t e n i e n d o  2-mercapto-  
e t a n o l  1 mM y  g l i c e r o l  5% (V/V) .  
X-1. ~ r o m a ' t o l g r a f f a  en Hexi  l a m i n o - s e f a r o s a .  
I I  : 
.I I 
Se 'sembraron 1.000 m l  de l a  f r a c c i d n  SlO5 d i a l i z a d a  
( 3  mg p r o t e i n a l m l )  en una columna de h e x i l a m i n o - s e f a r o s a  
( 3  x  20 cm), p repa rada  como se e s p e c i f i c d  en e l  apa r tado  V I I - 1  
de " M a t e r i a l e s  y Metodos" y e q u i l i b r a d a  con tampdn A, c o n t e -  
n iendo  2 -mercap toe tano l  1 mM. La columna f u e  l a v a d a  con 500 m l  
de tamp6n de e q u i l i b r a d o  y e l u f d a  con un  g r a d i e n t e  l i n e a l  de 
ClNa en tamp6n A c o n t e n i e n d o  2 -mercap toe tano l  1 mM, donde l a  
c o n c e n t r a c i d n  de l a  s a l  v a r i 6  de 0  a  0,7 M. E l  volumen t o t a l  
d e l  g r a d i e n t e  f u e  de 1.000 m l  y se r e c o g i e r o n  f r a c c i o n e s  de 
2 5  m l  a  una v e l o c i d a d  de 2 - m l / m i n u t o .  Las f r a c c i o n e s  que t e -  
n i a n  a c t i v i d a d  de a d e n i l  c i c l a s a ,  f u e r o n  combinadas, c o n s t i t u -  
yendo l a  p r e p a r a c i d n  de h e x i l a m i n o - s e f a r o s a .  
I I 
X-2. F i l t r a c i d n  en g e l  de agarosa.  
I ' 8 I ' i 1 . 
La ' p r e p a r a c i d n  de b c x f ~ a m  n o - s e f a r o s a ,  se c o n c e n t r a  
p o r  u l  t r a f i  1  t r a c i d n  u t i l i z a n d o  una membrana Amicon UM30, h a s t a  
un volumen de 7  m l  (25  mg p r o t e f n a / m l )  y se sembr6 en una colum- 
nade B io -Ge l  A-5m (100-200 mesh) ( i n t e r v a l 0  de f r a c c i o n a m i e n t o  
pa ra  p r o t e i n a s  g l o b u l a r e s :  10.000-5.000.000) de 2,5 x  87 cm 
y equilibrada con tamp6n A, conteniendo 2-mercaptoetanol 1 mM. 
La eluci6n se realizb con el mismo tampdn de equilibrado. Se 
recogieron fracciones de 7 ml a una velocidad de 2,5 ml/minuto. 
Las fracciones de mayor actividad especffica se combinaron cons- 
tituyendo la preparacibn de Bio-Gel. 
. . ., , - ,  - 
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XI. Electroforesis en gelss de pol i.acri lamida en condiciones 
disociantes. 
_ ! I  
. I  Se realizaron geles planos polimerizados en una celda 
marca Bio-Rad, modelo 220. 
Dimensiones del gel separador: 8 cm de alto x 1,5 mm de espesor. 
Composicibn del gel separador: acrilamida, 10% (P/V); bisacri- 
lamida, 0,27% (P/V); SDS, 0,1% (P/V); TRIS-C1H 0,375 m pH: 8,8; 
TEMED, 0,025% (V/V) y persulfato de amonio (PSA) 0,033% (P/V). 
Dimensiones del gel concentrador: 1,5 cm de alto x 1,5 mm de es- 
pesor; ancho de cada canal, 8 mm. 
Composici6n del gel concentrador: acrilamida, 5% (P/V); bisacri- 
lamida, 0,13% (P/V); SDS, 0,lX (P/V); TRIS-C1H 0,125M pH: 6,8; 
TEMED, 0,05% (V/V) y PSA, 0,1% (P/V). 
Preparacidn de la muestra y electroforesis: antes de ser someti- 
das a electroforesis, las muestras fueron dializadas 14-16 ho- 
ras a 4'C, contra TRIS-C1H 10 mM pH: 7,5  y posteriormente fue- 
ron liofilizadas. Luego se resuspendieron en 50-75 p1 de una 
mezcla desnaturalizante de la siguiente composicibn: 
SDS, 2% (P/V); 2-mercaptoetanol, 5% (V/V); glicerol, 20s (V/V); 
TRIS-C1H 0,06 M pH:6,8 y azul de bromofenol, 0,002% ( P / V ) .  Las 
muestras fueron calentadas durante 3 minutos en baRo de agua a 
100°C. El volumen de la muestra aplicada en cada canal fue de 
50 p1, conteniendo entre 10 y 100 p g  de protefna. El tampdn de 
corrida fue TRIS-GLICINA 50 mM pH: 8,0, conteniendo SDS 0,lX 
(P/V). La electroforesis fue realizada a una intensidad de co- 
r r i e n t e  c o n s t a n t e  de 25'mA, d u r a n t e  4-5 h o r a s ,  man ten iendo  l a  
t e m p e r a t u r a  a  15OC. Las p r o t e f n a s  p a r a  l a  c a l i b r a c i 6 n  d e  10s 
pesos m o l e c u l a r e s  f u e r o n :  f g s f o r i l a s a  b  (mQsculo de c o n e j o ) ,  
a1 bQmi na ( s u e r o  b o v i n o )  , o v o a l  bdmina ( c l a r a  de  huevo )  , a n h i d r a -  
sa c a r b 6 n i c a  ( e r i t r o c i t o  W i n o )  e  i n h i b i d o r  de  t r i p s i n a  ( s o j a ) .  
I Los g e l e s  f u e r o n  f i  j a d o s  y t e f i i d o s  a1  mismo t i e m p o ,  d u r a n t e  2  ho ras  a  37OC en  una s o l u c i i l n  acuosa que c o n t e n f a  m e t a n o l  25% 
( V I V ) ,  d c i d o  a c g t i c o  8% ( V / V )  y a z u l  de  Coomassie G o  R 250 
0,2% ( P / V ) .  E l  d e s t e f l i d o  se  h i z o  c o n  l a  misma s o l u c i d n  p e r 0  s i n  
c o l o r a n t e .  
Cuando l a  c o n c e n t r a c i d n  de p r o t e f n a s  e n  e l  g e l  no se  d e t e c t a b a ,  
se u t i l i z a b a  l a  t i n c i d n  con  N03Ag, seadn e l  metodo d e s c r i p t o  
p o r  O a k l e y  ( 2 1 7 ) .  
X I I .  P r e p a r a c i d n  de a d e n i l  c i c l a s a  s o l u b l e  de t e s t f c u l o  de 
r a t a .  
Se u t i l i z a r o n  r a t a s  machos W i s t a r  de 45 a  90 d i a s  
de edad con  un  peso p romed io  e n t r e  200 y  250 g. 
10s an ima les  f u e r o n  s a c r i f i c a d o s  p o r  d e c a p i  t a c i 6 n .  Luego se 
e x t r a j e r o n  10s t e s t f c u l o s  e  i n m e d i a t a m e n t e  se  p r a c t i c 6  una 
i n c i s i 6 n  en l a  s u p e r f i c i e  de  10s mismos, d e p o s i t a n d o  10s t u -  
b u l o s  s e m i n i f e r o s  e n  u n  vaso  de p r e c i p i t a d o  sumerg ido  en bai io 
de h i e l o  y  e l i m i n a n d o  l a  c d p s u l a  t e s t i c u l a r .  E l  m a t e r i a l  f u e  
homogeneizado t r e s  voldmenes de tampdn A,  c o n t e n i e n d o  2-mer- 
c a p t o e t a n o l  1 mM y EDTA 0.5 mM, usando u n  d e s i n t e g r a d o r  de 
t e j i d o s  mode lo  SDT (Tekman Co.). 
E s t a  o p e r a c i d n  y  l a s  s i g u i e n t e s  se r e a l i z a r o n  a  4 O C .  E l  homo- 
gena to  se c e n t r i f u g d  a  7.700 x g p o r  10  m i n u t o s  en una cen-  
t r i f u g a  r e f r i g e r a d a  marca S o r v a l l ,  mode lo  RC 5 - 8 ,  usando e l  
r o t o r  SS-34. E l  s o b r e n a d a n t e  de e s t a  c e n t r i f u g a c i d n  (que  con-  
t i e n e  l a  mayor p r o p o r c i d n  de a c t i v i d a d  de a d e n i l  c i c l a s a ) ,  se 
denomind p r e p a r a c i d n  c r u d a ,  l a  c u a l  f u e  s o m e t i d a  a  una u l t r a -  
1 
c e n t r i f u g a c i d n  a  105.000 8 g ! d u r a n t e  60 minutos en una c e n t r f -  
fuga marca Beckman modelo L5d50, u t i l i z a n d o  e l  r o t o r  50Ti. El 
sobrenadante  de e s t a  u l t r a c e n t r ~ f u g a e i d n  fue  l lamado SlO5 y 
cons t i t uyd  l a  f r a c c i d n  s o l u b l e  de l a  aden i l  c i c l a s a  de t e s -  
t i c u l o  - 
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X I I I .  Preparacibn de membranas de hfgado de r a t a .  
Las membranas p lasmdt fcas  de c 6 l u l a s  hepa t i ca s  yux- 
t a p u e s t a s  que forman 10s  canall 'culos b i l i a r e s ,  s e  a i s l a r o n  
por e l  procedimiento de Nev i l l e  (21) .  
Se u t i l i z a r o n  para e l l o  4 r a t a s  de 200 g r s  de peso aproximado, 
a  l a s  c u a l e s  s e  decap i td .  Se e x t r a j e r o n  10s hfgados y  s e  10s  
l impid de l  t e j i d o  conec t ivo  y vasos .  Se 10s c o r t d  con t i j e r a s  
en pequefios t r o z o s  y  s e  10s e n f r i d  en u n  vaso de  p r e c i p i t a d o  
sobre  h i e l o .  Uti 1  izando u n  homogeneizador "Dounce" s e  hamoge- 
neizaron porciones  de 10 gr s  d e l  t e j i d o  con 25 ml de una s o l u -  
c i6n de C03HNa 1 m M ,  u t i l i z a n d o  e l  6mbolo f l o j o  (8  golpes de 
p i s t b n ) .  Los homogeneizados s e  a g i t a r o n  con 500 m l  de COJHNa 
1 mM f r f o  por 3 minutos y f i l t r a r o n  por 4 capas  de gasa h id rb -  
f i l a .  E l  f i l t r a d o  s e  c e n t r i f u g d  a  1.500 x g  d u r a n t e  10 minutos ,  
s e  e l imind cuidadosamente e l  sobrenadante  (secando l a s  paredes  
con papel de f i l t r o )  y l o r  p r e c i p i t s d o s  s e  pasaron nuevanente 
a1 homogeneizador, en e l  cual  re  l e  a p l i c a r o n  3 golpes  de p i s t b n ,  
I f l o j o ;  e s t a  operac idn  se r e p i t i d  3-4 veces .  E n  una probeta  de 1 
100 m l  s e  co locaron  34 m l  de  s a c a r o s a  69% ( P / V ) ,  a j u s t a d a  con ' 
r e f r ac tbme t ro  (Abbe) a 20°C y sob re  e l l a  s e  vo lcaron  10s p r e c i -  
p i t ados  y s e  agregd agua h a s t a  completar  10s  60 m1; luago s e  I 
a j u s t d  l a  mezcla a  44% de s a c a r o s a  con e l  r e f r a c t b m e t r o ,  ag re -  
gando agua o  s aca rosa  69% ( P l y ) .  De a s t a  suspens ibn  40 a1  fue -  l 
ron colocados  en tubos  de l  r g t o r  SW . 25,2 . y  s o b r e  e l l a  s e  agre -  
+ 96 20 m1 de s aca rosa  , .  42,3% - 0.1 ( a j u s t a d a  con r e f r a c t d m e t r o ) .  1 I
Luego se c e n t r i f u g d  a  65.000 x g  d u r a n t e  2 horas .  La f r a c c i 6 n  
de membranas se r e c u p e r d  de l a  s u p e r f i c i e  d e l  men isco  con es -  
p d t u l a ;  p o s t e r i o r m e n t e  se d j l u y d  l a  sacarosa con C03HNa 1 mM 
y se c e n t r i f u g 6  a  105.000 x g en un r o t o r  50 T i  d u r a n t e  30 m i -  
nu tos .  E l  p r e c i p i t a d o  r e s u l t a n t e  se conserve  a  -70°C. 
r j  
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X I I I - 1 .  T r a t a m i e n t o  con N - e t i l  ma le lm i@a.  
1' 
I I : I  
E l  t r a t a m i e n t o  d e  l a s  membranas de h i g a d o  de r a t a s  
con N - e t i l  ma le im ida  (NEM) se e f e c t u 6  de l a  s i g u i e n t e  forma:  
Las rnembranas de h igado  se r e s u s p e n d i e r o n  en C0,HNa 1 mM, a  
.J 
una c o n c e n t r a c i d n  p r o t e i c a  de 4 mg/ml y  se l e s  agregd NEM 
d i s u e l t a  en agua, de manera t a l  que su  c o n c e n t r a c i d n  f i n a l  f u e r a  
0,5 mM. E l  volumen t o t a l  f u e  de 1 m l .  l a  i ~ n c u b a c i 6 n  se r e a l i -  
26 a 30°C d u r a n t e  30 m i n u t o s  y se de tuvo  p o r  e l  agregado de 
6 m1 de C03HNa 1 mM f r i o ,  con ten iendo  d i t i o t r e i t o l  (DTT) 
5 mM. A c o n t i n u a c i d n  l a  mezcla se c e n t r i f u g 6  a  105.000 x g  
d u r a n t e  60 m i n u t o s .  Luego, l a s  membranas se r e s u s p e n d i e r o n  en  
X I I I - 2 .  T r a t a m i e n t o  con t o x i n a  d e l  c 6 l e r a .  
E l  p r o c e d i m i e n t o  segu ido  en e'1 t r a t a m i e n t o  de l a s  
membranas con t o x l n a  d e l  c d l e r a  f u e  e l  s i g u i e n t e :  La mezc la  
de r e a c c i d n  c o n s i s t i d  en Hepes ( N - 2 - h i d r o x i e t i l - p i p e r a z i n a -  
N ' -2  d c i d o  e t a n o l s u l f b n i c o )  20 mM,. pH: 8,2; C 1 2 ~ g  2  mM 
(tamp6n B), DTT 1 mM, NAD 1 mM, ATP 1 mM, GTP 10 uM, t o x i n a  
d e l  c 6 l e r a  10 ug/ml ( p r e t r a t a d a  con DTT 20 mM a  37°C du ran -  
t e  20 m i n u t o s )  y l a s  membranas de h i g a d o  de r a t a .  E l  volumen 
t o t a l  f u e  de 2  m l .  La i n c u b a c i d n  se l l e v 6  a  cab0 a  37°C duran-  
t e  30 m i n u t o s  y se de tuvo  p o r  e l  agregado de 8 m l  de tampdn 
A f r i o .  P o s t e r i o r m e n t e ,  l a  mezc la  f u e  c e n t r i f u g a d a  a  105.000 
x g  d u r a n t e  60 m inu tos ,  r e s d ~ p e n d i e n d o s e  l u e g o  en tampbn B. 
Como c o n t r o l  se t r a t a r o n  ~ e ~ b r a n a s  en l a s  mismas c o n d i c i o -  
nes pe r0  sup r im iendo  l a  t .oxl 'na. 
X I V .  P r e p a r a c i 6 n  de membranas de e r i t r o c i t o s  de pavo. 
1 .  E l  p r o c e d i m i e n t o  segu ido  en l a  o b t e n c i d n  de membra- 
nas de e k i t r o c i t o s  de pavo f u e  e l  s i g u i e n t e :  A un pavo se l e  
e x t r a j o  sangre  de l a  vena d e l  a l a ;  d i c h a  sangre  f u e  r e c i b i d a  
en tubos  que c o n t e n f a n  h e p a r i n a  y se c e n t r i f u g d  a  120 x g  
d u r a n t e  10 m inu tos ,  seguidamente se l a v a r o n  4 veces l a s  c g l u -  
l a s  sedimentadas con un volumen de TRIS-C1H 1 mM pH: 7 , 4 ,  con-  
t e n i e n d o  ClNa 0,15 M y C12Mg 0.1 mM. 
Las c e l u l a s  se r e s u s p e n d i e r o n  en dos voldmenes de agua d e s t i l a -  
da f r i a  y se homogeneizaron en un Dounce. P o s t e r i o r m e n t e  se  a-  
gregd d e o x i r i b o n u c l e a s a  I ( 4 0  ug /m l )  y se i n c u b 6  20 m i n u t o s  a  
30°C. F i n a l m e n t e ,  se c e n t r i f u g d  a  23.000 x  g d u r a n t e  30 m i n u t o s  
y l a s  membranas sedimentadas se  r e s u s p e n d i e r o n  en tamp6n A, con- 
t e n i e n d o  DTT 1 mM y conservadas a  -20°C. 
I "' 'ti, 'y:4.tbB$rp,i;' ., b- i -1, .:. 
X I V - 1 .  T r a t a m i e n t o  con t o x i n a  d e l  c d l e r a .  
E l  p r o c e d i m i e n t o  qs s i m i l a r  a1 segu ido  pa ra  l a s  
membranas de h fgado de r a t a s  ( v e r  a p a r t a d o  X I I I - 2  de " M a t e r i a -  
l e s  y Mgtodos") .  Para e l  marcado r a d f o a c t i v o  de l a s  membranas 
p o r  A D P - r i b o s i l a c i b n  (Apar tado  11-4 de I n t r o d u c c i b n ) ,  se us6 
e l  mismo t r a t a m i e n t o  con t o x i n a  d e l  c d l e r a  a1 que se l e  a d i c i o -  
nd 1 p 1  de C ' ~ C ] N A D  ( 5  pCi fn l ) .  Lavando exhaus t i vamen te  l a s  
membranas con C03HNa 1 mM a n t e s  de l a  r e s u s p e n s i d n  f i n a l .  
XIV-2. T r a t a m i e n t o  con dete rgen tes  . 
I Tanto  l a s  membranas d e  e r i t r o c i t o s  t r a t a d a s  como l a s  
no t r a t a d a s  con t o x i n a  d e l  c b l e r a ,  s e  r e s u s p e n d i e r o n  en tam- 
pdn B ( 5  mg p r o t e i n a / m l )  y se l a s  s a m e t i d  a  a g i t a c i d n  magng t i -  
ca a  O ° C ,  af iadiendo c o l a t o  d e  s o d i o  s d l i d o  h a s t a  una c o n c e n t r a -  
c i 6 n  f i n a l  de 1% ( P I V ) ,  se c o n t i n u d  con l a  a g i t a c i d n  d u r a n t e  
60 m i n u t o s ,  a1 cab0 de l a  c u a l  se c e p t r i f u g d  l a  suspens idn  a  
20.000 x  g  p o r  60 m i n u t o s .  Inmediatamente se i n c u b d  e l  sob re -  
nadante  a  23OC d u r a n t e  20 m i n u t o s  p a r a  i n a c t i v a r  l a  a d e n i l  c i -  
c l a s a .  I I s ; -.?p:& .. J.! 
L - 1 l* 1. .&I 
En forma p a r a l e l a  se t r a t d  membranas' de e r i  t r o c i  t o s  de pavo con 
d i g i t o n i n a  1% ( P I V ) ,  s i g u i e n d o  e l  mismo p r o t o c o l o  a n . t e r i o r  a  
excepc idn  de l a  i n c u b a c i d n  a  23eC, l a  c u a l  es i n n e c e s a r i a .  
X Z V - 3 .  ~ r o m a t o g r q f f a  en  U l t r o g e l .  
I ' 
I i I: .m 1 ' . 
Las membranas de e r i t r o c i t o s  de pavo que f u e r a n  mar- 
cadas con C ' ~ C ] N A D  y  t o x i n a  del. c d l e r a  segtln e l  a p a r t a d o  X I V - l  
de " M a t e r i a l e s  y  MGtodos", se  t r a t a r o n  con d i g i t o n i n a  1% (P/V) ,  
l uego  de l o  c u a l  se o b t u v o  un sobrenadante  de 20.000 x  g. E l  
mismo (1,5 m l ,  7 mg p r o t e f n a / m l )  se sembr6 en una columna de 
U l t r o g e l  Ac A 34 ( i n t e r v a l 0  de s e p a r a c i 6 n  de p r o t e i n a s  g l o b u -  
l a r e s  20.000-350.000) de 1,25 x  58 cm e q u i l i b r a d a  con TRIS-C1H 
15 mM pH: 7 , 4 ,  con ten iendo  EDTA 2 mH, C12Mg 15 mM y  d i g i t o n i n a  
0,1%. Se e l u y d  con e l  mismo tampdn de e q u i l i b r i o ,  recog iendose  
f r a c c i o n e s  de 4  m l  a  una v e l o c i d a d  de 0,8 m l / m i n u t o .  
Se tomaron 500 p 1  de cada f r a c c i b n  y s e  l e s  m i d i d  l a  r a d i o a c t i -  
v i d a d  en un c o n t a d o r  Beckman modelo LS 8100, u t i l i z a n d o  l a  mez- 
c l a  de Bray.  Adembs, se tomaron 30 p 1  de cada f r a c c i d n  y  se  l e s  
a d i c i o n 6  5 p 1  de una suspens ibn  de membranas de Neurospora c r a -  
ssa (12 mg p ro te i ' na /m l )  y se r e a l i z e  r e c o n s t i t u c i d n ,  t a l  como 
-
i n d i c a  e l  a p a r t a d o  XIV-5 de " M a t e r i a l e s  y Mgtodos".  
: I:, . -, 
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X I V - 4 .  Ensayo de u n i 6 n  ( B i n d i n g )  d t l  E ~ H ]  d l  h i d r o a l p r e n o l o l  
a  r e c e p t o r e s .  
Se r e a l i z a r o n  exper imen tos  de medida de " B i n d i n g "  
t a n t o  en membranas de e r i t r o c i t o  de pavo, como en 10s e x t r a c -  
t o s  de c o l a t o  de N. crassa.  De acuerdo a1 metodo de f i l t r a c i 6 n  
I I 
en membranas de v i d r i o  de V a u q u e l i n  e t  a1 (218) .  
Membranas : Se i n c u b 6  [ 3 ~ ] d i h f d r o a l p r e n o l o 1  23 mM a  30°C duran-  
t e  30 m i n u t o s  en una s o l u c i b n  con ten iendo  TRIS-C1H 50 mM pH:7,5 
C12Mg 15 mM con membranas de e r i t r o c i t o s  (0.1 a  0,4 mg p r o t e f n a ) .  
E l  volumen t o t a l  f u e  de 0,250 m l .  A1 f i n a l  de l a  i n c u b a c i 6 n  se 
d i l u y e r o n  a l i c u o t a s  de 50 p l  ( p o r  t r i p l i c a d o )  con 4 m 1  de tam- 
p6n A a  )OC. que c o n t e n f a  C12Mg 15 mM y f i l t r a n d o  b a j o  p r e s i d n  
r e d u c i d a  a  t r a v e s  de d i s c o s  de f i b r a  de v i d r i o  (Whatman GF/F, 
25 mm de d i b m e t r o ) .  Los f i l t r o s  f u e r o n  l a v a d o s  con 6 ml de 
TRIS-C1H/Cl2Mg y p o s t e r i o r m e n t e  se c o l o c a n  en  v i a l e s  de c e n t e -  
l l e o  con 1 m l  de C 1 H  1 M y 10 m1 de T r i t b n / T o l u e n o  ( 2 : l ) .  La 
r a d i o a c t i v i d a d  f u e  medida segdn s e  menciond a n t e r i o r m e n t e .  E l  
" b i n d i n g "  i n e s p e c i f i c o  se d e t e r m i n 6  de l a  misma - forma en mez- 
c l a s  c o n t e n i e n d o  p r o p a n o l o l  o  L-a1 p r e n o l o l  1 0 - ' ~ .  
E x t r a c t o s  de c o l a t o :  Se incubi5 L ~ H ]  d i h i d r o a l p r e n o l o l  131  mM 
a  30°C d u r a n t e  120 m i n u t o s  e n  una s o l u c i d n  c o n t e n i e n d o  TRIS- 
C1H 50 mM pH:7,5 y  SO )rl de e x t r a c t 0  de d e t e r g e n t e  (0,03 a  
0,13 mg p r o t e f n a ) .  E l  volumen t o t a l  f u e  de 0,320 m l .  E l  a n t a -  
g o n i s t a  u n i d o  f u e  de te rm inado  p o r  e l  d e s c r i p t o  p o r  Caron y 
L e f k o w i t z  (219) ,  segOn e l  cual a1 f i n a l i z a r  l a  i n c u b a c i b n ,  l a s  
muest ras  f u e r o n  d i l u f d a s  a  0,500 m l  con tamp6n A y c romatog ra -  
f i a d a s  en columnas de Sephadex 6-50 (0,6 x  12 cm) a  4°C equi l ibra-  
das con tamp6n A. Luego de sembrar las  muestras, se' pasaron 3,5 nl de tam- 
p6n A y se descartd e l  eluido. Por Gltimo r e  agregaron 1.2 m l  de tampQn 
y se recogid directamente sobre v ia les  de centelleo. La radioact iv idad se 
contd segtin e l  procedimiento rnencionado anteriormente. E l  "binding" i nes- 
~ e c i f   co f ue determi nado en presenci a  de propranolol o L - a  1  p  r e  no 1  o  1  
X I V - 5 .  Ensayo de u n i d n  d e l  [ ~ ~ ~ ~ l  g l u c a g d n  a  r e c e p t o r e s  (250) 
X V .  P r o c e d i m i e n t o  p a r a  l a  r e c o n s t i t u c i d n  de  l a  a d e n i l  c i c l a s a  
empleando componentes de d i f e r e n t e s  s i s t e m a s  b i o l d g i c o s .  
J w  1 '  
I I 
Los e x p e r i m e n t o s  d e  r e c o n s t i t u c i 6 n  de l a  a d e n i l  c i -  
t 
c l a s a  se  r e a l i z a r o n  segdn e l  esquema p r e s e n t a d o  en l a  f i g u r a  21.  
Se u t i l i z a r o n  membranas de  l a  cepa s a l v a j e  de Neu rospo ra  c r a s s a  
o b t e n i d a s  segdn e l  a p a r t a d o  1-1 de " M a t e r i a l e s  y M6todos1' .  E l  
'105 o b t e n i d o  f u e  r e s u s p e n d i d o  en  tamp6n A c o n t e n i e n d o  DTT 1 mM 
(8  mg p r o t e i n a / m l )  y se  m e z c l 6  c o n  e x t r a c t 0  e n  d e t e r g e n t e  de  l a s  
membranas de e r i t r o c i t o  de pavo  (2,5 mg p r o t e f n a l m l )  ( a p a r t a d o  
X I V  de " M a t e r i a l e s  y M6todosW) .  Las mezc las  se  l l e v a r o n  a  u n  
volumen f i n a l  de 0,05 m l  c o n  tamp6n A c o n t e n i e n d o  DTT 1 mM e  i n -  
cuba ron  a  23°C d u r a n t e  20 m i n u t o s .  P o s t e r i o r m e n t e  se  m i d i 6  a c t i -  
v i d a d  de a d e n i l  c i c l a s a .  
Los e x p e r i m e n t o s  de r e c o n s t i t u c i 6 n  se  r e a l i z a r o n  t a m b i g n  con  meril- 
branas  de o t r a s  cepas de N. c r a s s a ,  t a l e s  como l a  FGSC 488, l a  
c u a l  posee una m u t a c i d n  c r - 1 .  Con e s t a  cepa se  p r o c e d i d  en  f o r -  
ma i d 6 n t i c a  que con  l a  cepa s a l v a j e .  Ademds se u t i l i z a r o n  p r e p a -  
r a c i o n e s  s o l u b l e s  de enz ima de  t e s t f c u l o  de  r a t a  ( a p a r t a d o  X I 1  
de " M a t e r i a l e s  y M6todos"): 
X V I .  P r o c e d i m i e n t o  p a r a  l a  f u s i d n  de  membranas de d i f e r e n t e s  
o r i g e n e s  b i o 1 6 g i c o s  p a r a  l a  o b t e n c i 6 n  de una a c t i v i d a d  
f 
de a d e n i l  c i c l a s a .  
Pa ra  r e c o n s t i t u i r  u n  s i s t e m a  de a d e n i l  c i c l a s a ,  a  
p a r t i r  de membranas de  d i f e r e n t e s  e s p e c i e s  f u s i o n a d a s  con  PEG, 
se s i g u i d  e l  esquema d iagramado e n  l a  f i g u r a  22 ( 220 ) .  Para  
e l l o ,  s e  emp lea ron  membranas de T. c r u z i  o b t e n i d a s  segf in e l  a p a r -  
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Figura 21. Esquema general d reconstitucibn del sistema adenil ciclasa 
dependiente de Mg$+. 
R: receptor; N: componente regulatorio; C: componente cata- 
l f t i c o .  
t a d 0  11-1 de " M a t e r i a l e s  y  NBtodos" y membranas de h fgado de 
r a t a  p r e t r a t a d a s  con N - e t i l m a l e i m f d a .  
Ambos t i p o s  de membranas f u e r o n  resuspend idas  con C03HNa 1 mM, 
en un volumen f i n a l  de 1 m l ,  con una c o n c e n t r a c i d n  de p r o t e f n a s  
de 4 mg p o r  m l .  Se i n c u b d  l a  suspens idn  d u r a n t e  30 m i n u t o s  a  
3 7 O C ,  y p o s t e r i o r m e n t e  se l e  a d i c i o n d  d u r a n t e  100 segundos 
0,5 m1 de PEG 6.000 (520 mg/ 0,48 m l  de C03HNa 1 mM).  Durante  
10s dos rn inutos s i g u i e n t e s  se  ag regaron  7 m l  d e l  mismo tamp6n. 
La suspens i6n  se a g i t d ,  se l l e v 6  a  O°C y  se l a  c e n t r i f u g d  a  
105.000 x g  p o r  60 m i n u t o s  a  4 O C .  
Se s i g u i 6  e l  mismo p r o c e d i m i e n t o  p a r a  f u s i o n a r  membranas de 
N. c r a s s a  (cepa s a l v a j e )  o b t e n i d a s  segdn l o  e s p e c i f i c a d o  en e l  
apa r tado  1 - 1  de " M a t e r i a l e s  y Mbtodos".  
X V I I .  O b t e n c i d n  de a n t i c u e r p o s  monoc lona les  p a r a  l a s  a d e n i l  
c i c l a s a s  de Neurospora c r a s s a  y Trypanosoma c r u z i .  
X V I I - 1 .  Esquema de i n m u n i r a c i b n .  
Se u t i l i z a r o n  p a r a  l a  i n m u n i z a c i b n  r a t o n e s  hembras 
B a l b / c  de c i n c u e n t a  d f a s  de edad. Fueron i n y e c t a d o s  en forma 
subcutdnea con 50 p g  de p r o t e f n a  emuls ionada con adyuvante  de 
Freund comp le to  ( 1 : l ) .  Los inmundgenos f u e r o n  una a l f c u o t a  de 
l a  p r e p a r a c i d n  de B io-Ge l  de l a  c i c l a s a  de Neurospora  ( a p a r t a d o  
X-2 de " ~ a t e r i a l e s '  y M l t o d o s " )  o  una a l f c u o t a  de l a  p r e p a r a c i d n  
d e l  i s o e l e c t r o e n f o q u e  de l a  c i c l a s a  de T. c r u z i  ( a p a r t a d o  V I I - 2  
de " M a t e r i a l e s  y M4todos1'). A 10s s l e t e  d f a s  se h i z o  o t r a  i n y e c -  
c i b n ,  p e r 0  e s t a  f u e  s i n  adyuvante .  ~ r e s  d f a s  mbs t a r d e ,  10s a n i -  
males f u e r o n  s a c r i f i c a d o s .  
ESQUEMA DE FUSION DE MEMBRANAS 
- II 
Membranas de hfgado 
' 1. *' 
I I : #, $&!=-I, -7 ji: " I .  3 '  1 lncubado con toxina del colera, GTP y NAD; lavado 
Tratamiento con NEM 
lavado 
Sedimiento de membranos dimiento de mem bronas 
de -- higado Tr~panosoma 
I I  I  I e 
E. 
I  II .' 1 PEG 
I 
I.1 ' . GppNHp; Fi- etc 
I I Ensayo dd ~ d e n l l  ~ & c l s a  
I  I I 
Figura 22. Esqwna geneiral de Pusidn de membranas. 
Procedimiento de futi6n. 
b Los ratones fueron sacrificados por dislocaci6n cer- 
, I 1  
vical e inmediatamente fueron sumergidos en una soluci6n desin- 
fectante. Se hizo una incisidn en el abd6men y se extrajo el 
bazo, que fue colocado en una caja de Petri con 10 ml de medio 
A, conteniendo medio Eagle modificado por Dulbeco de Gibco 
- 
(10,05 mg/ml ) , bicarbonato de sodio (2 mg/ml ) , gl utami na 
(0,292 mg/ml), estreptomicina (0,l mg/ml), penicilina (100 uni- 
dades/ml) y anfotericina B (0,002 mg/ml). 
Posteriormente, se colocd el bazo sobre una grilla metdlica y 
se disgreg6 el drgano con el Bmbolo de una jeringa plbstica, 
recogiendose el material sobre una caja de Petri pequeRa (P35), 
que contenfa 1 ml de medio A. Se lav6 la grilla de ambos lados 
con 2 ml de medio A con mucho cuidado, evitando que caiga sobre 
la placa el estroma del bazo. A continuaci6n se transfirieron 
10s 3 ml de la suspensi6n a un tub0 de forma c6nica de polipro- 
pileno que contenfa 7 m1 de medio A y se dej6 decantar la sus- 
pensidn durante 2 minutos, a1 cab0 del cual se transfirid el 
sobrenadante a un tub0 semejante a1 usado antes. Se centrifugd 
a 1.000.rpm en una centrffuga Sorvall de mesa GLC-4 (Dupont) 
10 minutos y se descartd el sobrenadante. Por este procedimien- 
7 to se obtuvo un rendimiento de 5-10 x 10 c6lulas.por bazo. 
Las celulas fueron resuspendidas en 5 ml de C1NH4 0.17 M frfo, 
se agitd bien y el tub0 fue sumergido en hielo durante 10 minu- , 
tos, esta etapa es fundamental porque de este mod0 se lisan 10s 
eritrocitos. Luego se agregd 10 ml de medio 0 ,  que fue el medio 
A suplementado con 20% ( V / V )  de suero fetal bovino, inactivado 
a 56OC durante 30 minutos. Se centrifugd a 1.000 rpm a 4OC y 
se descartd el sobrenadante. Las celulas se resuspendieron en 
0,5 ml de medio A y se contaron en cdmara de Neubawer, contro- 
ldndose la viabilid'ad con el uso del colorante Azul de Tripbn. 
Por otro lado, las celulas de nielbma (63-Ag 8.6.5.3.) fueron 
cosechadas, c e n t r i f u g a d a s  y resuspend idas  en 20 m l  de med io  A.  
Esta  suspens idn  c o n t i e n e  gen*ra lmente 1-5 x l o 7  c6lylas. Se mez- 
c l a r o n  ambas suspensiones c e l u l a r e s .  La r e l a c i d n  de c 6 l u l a s  es-  
p l 6 n i c a s  a  c e l u l a s  de mieloma f u e  d e l  o r d e n  de 1:10, pud iendo  
l l e g a r  i n c l u s o  a  1:l. A c o n t i n u a c i 6 n  s e  c e n t r i f u g d  a  1.000 rpm 
d u r a n t e  10 m inu tos  a  4OC, se remov i6  e l  sobrenadante  y a l a s  
c g l u l a s  se l e s  agregd 0,7 m1 de p o l i e t i l e n - g l i c o l  (PEG) 1.300 
a1 50% ( P / V ) ;  e s t a  o p e r a c i d n  se  r e a l i z d  con e l  t u b 0  sumergido 
en un baRo de agua a  37OC, a g r e g a n d o ' e l  PEG g o t a  a  go ta ,  muy 
len tamen te ,  d u r a n t e  90 segundos. A c o n t i n u a c i d n  se ag regaron  
15 r n l  de medio A d u r a n t e  2  m i n u t o s  y p o s t e r i o r m e n t e  se  c e n t r i -  
f ugd  a 1.000 rpm p o r  10 m i n u t o s  a t e m p e r a t u r a  ambiente  y  l a s  
c g l u l a s  se r e s u s p e n d i e r o n  e n  35 m l  de medio C, e l  c u a l  c o n t i e n e  
medio B con 50% (V/V) de medio c o n d i c i o n a d o  ( e s t e  medio es e l  
p r o v e n i e n t e  d e l  man ten im ien to  de l a s  c g l u l a s  de mie loma,  con l a s  
que e s t u v o  en c o n t a c t 0  p o r  t r e s  d f a s ) .  Las c 6 l u l a s  se d i s t r i b u -  
y e r o n  en c a j a s  de' P e t r i ,  dos c a j a s  grandes con 12 m l  de suspen- 
s i d n  cada una y dos c a j a s  c h i c a s  con 6 m l  cada una. Tambign se 
c o l o c a r o n  en m u l t i p l a c a s  de 96 p o c i l l o s ,  en 10s que se d i s p u s i e -  
r o n  100 ~1 de l a  suspens idn  (aproximadamente 50 c e l u l a s ) .  
Las c 6 l u l a s  se m a n t u v i e r o n  a 37OC en una e s t u f a  en a t m 6 s f e r a  de 
a i r e  y  a n h i d r i d o  c a r b d n i c o  5%. I 
A l a s  2 4  horas  se e x t r a j o  e l  25% deJ medio y  se a d i c i o n 6  medio 
D, un volumen e q u i v a l e n t e  a1 e x t r a f d o .  E s t e  medio, es medio B 
p e r 0  c o n t e n i e n d o  ademds 13.61 ~ g / m l  de h i p o x a n t i n a ,  3,78 pg1.1 L 
de t i m i d i n a ,  1.76 pg /m l  de a m i n o p t e r i n a  y medio  C, 50% (VIV) .  
E s t e  p r o c e d i m i e n t o  se r e p i t i d  d u r a n t e  t r e s  d i a s .  de modo t a l  i 
que a1 c u a r t o  d i a  l a s  c 6 l u l a s  se  e n c o n t r a r o n  en 100% de medio 
- 
D (H.A.T.) .  A p a r t i r  de ese  momento, l a s  c g l u l a s  se  m a n t u v i e r o n  B! 
en medio H.A.T. p o r  un p e r f o d o  de un mes, con cambio de medio 
cada t r e s  d fas .  P o s t e r i o r m e n t e  se cambi6 de medio, medio E 
(medio D s i n  a m i n o p t e r i n a  y 50% (V/V) medio C ) .  En e s t a s  c o n d i -  
c i o n e s  1as c 6 l u l a s  e s t u v i e r o n  q u i n c e  d f a s .  
XVII-3. C u l t i v o  ~ S e l e c c i b n .  .- 
Luego de hacer  e l  pa sa j e  de  c g l u l a s  por e l  medio E ,  s e  l a s  
mantuvo en medio C ,  cambiandolo cada t r e s  d i a s .  
E l  clonado de l a s  c i i lu las  h f b r i d a s  se r e a l i z d  por  d i l u c i 6 n . l i -  
mi te  ( 2 2 1 )  se lecc ionando  10s p o c i l l o s  que tenf'an mds a c t i v i d a d  
de an t i cue rpo .  En 10s mismos se  resuspendie ron  l a s  c i i lu las  con 
una e s p 6 t u l a  de goma, se l a s  t r a s v a s d  a  u n  t u b 0  que t e n i a  medio 
C y s e  l a s  contd .  Luego s e  d i l uyd  (en medio C )  has t a  una concen- 
t r a c i 6 n  de 50-90 c6 lu l a s / lO  m l  y s e  colocd 0 , l  m l  en cada poci- 
110 de una mu l t i p l aca  de 96 p o c i l l o s .  Desputis de 20-30 d i a s ,  
s e  midi6 l a  a c t i v i d a d  de l  an t i cue rpo  y  l a s  c e l u l a s  de l  p o c i l l o  
en e l  cual  habia mayor a c t i v i d a d ,  se t r a s p a s a r o n  a  p o c i l l o s  de 
2 ml de capac idad ,  para su expansidn.  
El esquema general  de l  mgtodo de obtencidn de a n t i c u e r p o s  mono- 
c l o n a l e s  s e  r e p r e s e n t a  en e l  f i g u r a  15 de l  apa r t ado  VII-2 de 
l a  " In t roducc ibn" .  
I .  I 
XVII-4. Congelamiento de 10s h i b r i d o s .  
Se e f e c t u 6  e l  congelamiento de 10s c lones  en cada paso en 
que s e  cons ide r6  necesa r io .  Para e l 1 0  s e  c e n t r i f u g a r o n  e n t r e  
6 0,8-1 x 10 c6 lu las /ml  y  resuspendie ron  en una s o l u c i 6 n  que 
con ten ia  5% (v /v ' )  de d i m e t i l  s u l f d x i d o  (DMSO) y 95% d e  suero 
6 7 f e t a l  bovino,  a  una concen t rac idn  de 10 -10 c 6 l u l a s / m l .  Se 
colocd 1 m l  de l a  suspens idn  en tubos  p l d s t i c o s  (Nunc) e  inme- 
dia tamente  s e  10s l l e v 6  a  -70°C. Una vez congelados o  luego 
de d e j a r l o s  d u r a n t e  u n a  noche a  -70°C, s e  10s pas6 a  un termo 
que con ten i a  n i t rdgeno  l f q u i d o .  
Para r e c o n s t i t u i r  10s c u l t i v o s ,  s e  10s descongeld rapidamente 
y d i l u y d  a  10 m l  con medio C a  una concen t r ac idn  de 4 x 10 5 
c i i lu las  v iables /ml  y  s e  co locaron  0 , l  m l  en cada p o c i l l o  de 
una m u l t i p l a c a .  I .. .. '+ 
- .  
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Determinacibn dc inn/rnoglobul i n a s  en e l  tnedio cond ic io -  
nado por 10s hfbri.da4. 
I 
Para s a b e r  s i  10s h fb r idos  mantenidos en c u l t i v o  e s -  
t aban  segregando inmunoglob~ulinas,  f e  procedid a  r e a l i z a r  l a  
prueba inmunoenzirndtica (E.L.I.S.A.) que a  con t inuac idn  s e  de- 
t a l l a :  I '  
E n  m u l t i p l a c ~ s  de c u l t i v o ,  que poseen 24 p o c i l l o s ,  s e  colocd 
en cada uno de e l l o s  f i l t r o s  " M i l l i p o r e "  (O,45 urn), sob re  10s 
que s e  sernbrd de 1-5 pg de p r o t c f n a  ( an t fgeno )  en u.n volumen 
no mayor de 5  ~1 en e l  c e n t r o  de cada f i l t r o  y s e  d e j d  s e c a r  a  
4 O C .  Pos te r io rmente  s e  lav6 cada f i l t r o  d u r a n t e  30 .minutos  con 
1 m l  de TRIS-HCl 10 mM p ~ 1 7 . 2 ,  contcniendo NaCl 0,15 M (TBS). 
El paso s i g u i e n t e  fue  hacer  u n  lavado d u r a n t e  30 minutos con 
1 ml de TBS, conteniendo 3% (P/V) de albdmina s e r i c a  bovina ,  
f r a c c i d n  V (TBS-BSA), e s t o  se r e a l i z d  a  3 7 O C  con a g i t a c i d n  sua-  
v e ,  seguidamente s e  l avaron  10s f i l t r o s  con 1 m l  de TBS duran t e  
1 minuto y luego se agregd 0,250-1,00 m l  de 10s medios de c u l t i -  
vo en e l  que s e  ha l l aba  e l  an t i cue rpo  que s e  que r f a  ensayar .  Pa- 
ra le lamente  s e  h i c i e r o n  d i f e r e n t e s  c o n t r o l e s .  Entre  e l l o s :  me- 
d i o  de c u l t i v o  p e r t e n e c i e n t e  a  h fb r idos  que fueron  e l  r e s u l t a d o  
de una f u s i 6 n  con cClu las  e s p l t h i c a s  de r a t o n e s  no inmuni zados; 
medio provenien te  de cClu las  d e  mieloma; an t fgeno  s o l o  y a n t i g e -  
no con e l  segundo an t i cue rpo .  Una vez que s e  t u v i e r o n  10s f i l t r o s  
con 10s d i s t i n t o s  medios, se d e j b  con a g i t a c i d n  suave duran te  
1 8  horas a  temperatura  ambiente. A con t inuac idn  s e  h i c i e r o n  5 
lavados de 1 m l  cada u n o  con TBS en e l  i n t e r v a l 0  de 2 horas.  
Pos te r io rmente  s e  agregaron sob re  cada f i  1  t r o  0,250-0,50 m l  de 
uan d i l u c i d n  1:300-1:3000 d e  ant i - inmunoglobul ina  de r a t 6 n  pre-  
parada en conejo y conjugada con perox idasa  (Labora to r io s  CAPPEL, 
USA). Asf, r e  mantuvo por 2 ' horas  a  t empera tura  ambiente en a g i -  
t a c i b n .  Luego se h i c i e r o n  5 lavados  de 1 m l  con TBS en una hora.  
Pos te r io rmente  s e  lavd con 1 m l  de TRIS-HC1 pH:7,0 por 10  minu-. 
t o s  e  inmediatamente s e  agregaron 0 ,5  ml de una so luc idn  que 
con ten i a  0,25 mg/ml de o - d i a n i z i d i n a  y  0,0251 ( V / V )  de H20Z, 
l a s  p l acas  s e  mantuvieron en a g i t a c i d n  du ran t e  45-90 minutos ,  
den t ro  de e se  l apso  s e  observd v a r i a s  veces para  v e r  s i  apare -  I 
c i a  o  no alguna mancha de c o l o r  en el l uga r  en donde s e  sembrd 
e l  an t i geno ;  en caso a f i r m a t l v o  e s t o  i nd i cd  que 10s hibridomas 
l 
a  10s c u a l e s  correspondfan 10s medios ensayados ,  e s t aban  s e c r e -  
tando an t i cue rpos .  E n  l a  f i g u r a  23 se esquemat i t a  l a  reacc idn  
inmunoldgica ensayada.  
XVII-6. Determinaci6n de an t i cue rpos  e s p e c f f i c o s  para l a  
aden i l  c i c l a s a .  
La e x i s t e n c i a  de an t i cue rpos  e s p e c f f i c o s  para l a  e n z i -  
ma fue  determinado de l a  s i g u i e n t e  manera: para  e l  caso de 
N .  c r a s s a  s e  ensayd con una preparac idn  enz imdt ica  (0 ,8  mg pro- 
teina/mJ ) co r r e spond ien t e  a  l a  p u r i f i c a c i d n  de l a  adeni 1  c i c l a -  
s a  en e l  paso de f i l t r a c i d n  en gel  de agarosa  ( apa r t ado  X-2  de 
"Mate r i a l e s  y M6todosW) y  para  T .  c r u z i  s e  u t i l i z a r o n  membranas 
co r r e spond ien t e s  a  P l O 5 ,  resuspendidas  en C03HNa 1 m M  pH:7,4 
(8 ,3  mg pro te fna /ml) .  De cada una de e s t a s  p reparac iones  s e  p re -  
incubaron 30 pl con 20 p1 de cada uno de 10s  medios cor respon-  
d i e n t e s  a  10s  h f b r i d o s ,  a  t empera tura  ambiente du ran t e  180 m i n u -  
t o s .  Pos te r io rmente ,  s e  ensayd l a  a c i t v i d a d  de  aden i l  c i c l a s a  
en l a s  mezclas en l a s  condic iones  en que s e  e s p e c i f i c a  en e l  a -  
par tado  IV de "Mater ia les  y MBtodos". E n  e s t e  ensayo s e  h i c i e r o n  
dos c o n t r o l e s  d i f e r e n t e s ,  uno fue hecho preincubando l a s  prepa- 
r ac iones  con 20 ~1  de C03HNa 1 mM y e l  o t r o  con e l  agregado de 
2 0 ~ 1  de u n  medio condic ionado por h fb r idos  que fueron  ob t en idos  
con r a tones  no i nmunizados. 
conejo anti-ratdn- 
Peroxidosa 
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Fiqura 23. Esquema de l a  reaccidn imunoenzindtica (E.L.I.S.A.). 
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XVI I -7 .  P u r i f i c a c i d n  de 10s a n t i c u e r p o s .  
XVI I -7.1.  P r e c i p i t a c i d n  con s u l f a t o  de amonio. 
1 1  V '  r .  
Para p r e c i p i t a r  l a s  i n m u n o g l o b u l i n a s  a  p a r t i r  d e l  me- 
d i o  de c u l t i v o ,  se l l e v 6  a  una s a t u r a c i d n  d e l  50% con s u l f a t o  
de amonio (S.A), p a r a  e l l o  se p r e p a r d  p rev iamen te  una s o l u c i 6 n  
s a t u r a d a  de S04(NH4)2, a j u s t a d a  a  pH:7,0 con NH4(OH). A 50 m l  
de medio se l e  a d i c i o n d  50 m l  de s o l u c i 6 n  s a t u r a d a  de S.A. ,  se 
somet i6  a  agitacidn magnetics a  O°C d u r a n t e  30 m inu tos .  P o s t e r i o r -  
mente, se c e n t r i f u g d  a  48.000 x g  p a r  45 vinutos. Despugs de l a  
c e n t r i f u g a c i d n ,  e l  sobrenadante  se d e s c a r t 6  y e l  p r e c i p i t a d o  f u e  
resuspend ido  en e l  menor volumen p o s i b l e  (3,5 m l )  de agua d e s t i -  
l a d a .  Se d i a l i z d  e l  m a t e r i a l  resuspend ido  c o n t r a  200 volQmenes 
de agua a  4 O C .  Es ta  f r a c c i 6 n  c o n s t i t u y d  l a  denominada p r e p a r a -  
c i 6 n  de S.A.  
XVII -7.2.  C romatog ra f fa  en columna de DEAE-celulosa. 
I I 
t I 1 1 '  
Los 3,5 m1 de p r e p a r a c i d n  de S.A. f u e r o n  sembrados en 
una columna de DEAE-celulosa (DE, -52,  Whatman) de 2 x 8  cm, equi-  
l i b r a d a  con P04HNa2 10 mM pH:8,0. En e s t a s  c o n d i c i o n e s  l a s  inmu- 
n o g l o b u l  i n a s  de t i p 0  " G "  (10s a n t i c u e r p o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  am- 
bas a d e n i l  c i c l a s a s  son de e s t a  c l a s e )  n o  son r e t e n i d a s ,  p o r  l o  
t a n t o ,  l a s  f r a c c i o n e s  de i n t e r &  c o r r e s p o n d i e r o n  a1 p e r c o l a d o .  ' 
Se r e c o g i e r o n  0,5 m l  p o r  f r a c c i d n  a  una v e l o c i d a d  de 0 , l  m l / m i -  
n u t o .  E l  p e r f i l  d e l  e l u f d o  f u e  segu ido  m i d i e n d o  a b s o r v a a c i a  a  
XVI I -8 .  C a r a c t e r i z a c i d n  de 10s a n t i c u e r p o s  --  p o r  i n m u n o e l e c t r o -  
f o r e s i s .  '- 
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I 
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XVII-8.1. D i spos i t i vo  exper imenta l .  
Las i nmunoe lec t ro fo re s i s  s e  r e a l i z a r o n  u t i l i z a n d o  C O T  
mo s o p o r t e  po r t aob je to s  de v i d r i o .  Sobre 10s  que s e  c o l o c 6  aga- 
rosa  y pos te r io rmente  a l a  g e l i f i c a c i 6 n  s e  prolongaron 10s ex- 
tremos con t r o z o s  de papel de f i l t r o  des t i nados  a a s e g u r a r  l a s  
conexiones e l g c t r i c a s .  Es tas  p l acas  fueron  colocadas  sob re  10s 
bordes i n t e r n o s  de una cuba c romatogrdf ica  marca L K B  modelo 
2 1 1 7  Mult iphor ,  en cuyos compart imientos s e  encuentran 10s  e l e c -  
t r odos  sumergidos en e l  tampdn veronal  sdd i co  50 mM pH:8,6 ( 
XVII-8.2. 
Se prepar6 agarosa  (de una c a l i d a d  t a l  que no presen-  
t a r a  e lec t roend6smos is )  en una s o l u c i 6 n  a1 3% ( P / V )  en agua des -  
t i l a d a  y luego s e  l a  d i l uyd  a 1  medio con e l  tampdn de c o r r i d a .  
Con una p i p e t a  de 5 m l  s e  colocaron sob re  p o r t a o b j e t o s  unas go- 
t a s  de agarosa  fundida  y con l a  misma p i p e t a  s e  ex tend ie ron  de 
modo de c u b r i r l o s  t o t a lmen te .  Se d e j 6  s o l i d i f i c a r  y s e  coloc6 
en una e s t u f a  a 50-80°C has t a  sequedad. Pos te r io rmente  10s  por-  
t a o b j e t o s  s e  colocaron sobre  una s u p e r f i c i e  perfectamente  h o r i -  
zon t a l  y con p i p e t a  de 5 m1 s e  ver t i ' e ron  4-5 m1 de agarosa  fun-  
d ida  sobre  l a  pel i ' cula  de agarosa  base .  Se d e j 6  s o l i d i f i c a r  a 
t empera tura  ambiente.  Con l a  ayuda de ins t rumentos  ap rop iados ,  
s e  p r a c t i c 6  en l a  p a r t e  media de l  p o r t a o b j e t o s  una doble  i n c i -  
s i d n  perfectamente  cen t r ada  de 2 mm de sepa rac i6n  y 65 mm de 
long i tud .  Luego s e  p r a c t i c e  en forma e q u i d i s t a n t e s  r e s p e c t o  d e  
l a  doble  i n c i s i d n  y de 10s  extremos y a una d i s t a n c i a  de 14 mm 
e n t r e  10s  centros . ,  dos o r i f i c i o s  de 1,8 mm de dibmetro.  
Con una microp ipe ta  s e  sembraron 5 Pl de l a  muestra que con te -  
ni'a e l  an t i cue rpo  monoclonal que s e  deseaba a n a l i z a r  en uno de 
10s  o r i f i c i o s ;  en e l  o t r o  o r i f i c i o  s e  co locaron  5 p1 de medio 
c o n t r o l ,  e l  cual  con t en i a  azul  de bromo-fen01 en NaCl 0,15 M ,  
como i  ndicador .  
Los po r t aob je to s  s e  d i spus i e ron  sob re  e l  s o p o r t e  de l a  cdmara 
e l e c t r o f o r 6 t i c a ;  s e  conect6  l a  f u e n t e  de poder de manera t a l  
que l a  i n t ens idad  de c o r r i e n t e  f u e  de 8 mA por p o r t a o b j e t o .  
Esta  s e  mantuvo has ta  que e l  c o l o r a n t e  s e  desp l aza ron  30-35 m m .  
,' . 
I I 
I Fina l i zada  l a  e l e c t r o f o r e s i s ,  con una aguja  de punta 
b i s e l a d a  s e  r e t i r d  de 10s p o r t a o b j e t o s  l a  porci6n de a g a r  l i -  
mitada por l a  doble  i n c i s i 6 n  l o n g i t u d i n a l .  De e s t e  modo, queda 
u n  surco  en e l  que,  con una mic rop ipe t a ,  s e  colocd e l  a n t i s u e r o  
co r r e spond ien t e  has t a  l l e n a r l o .  Los p o r t a o b j e t o s  luego s e  d i s -  
pusieron en una chmara hOmeda de base plana y n ive l ada ,  s e  d e j o  
d i f u n d i r  du ran t e  24-48 horas .  
XVII-8.4. Coloraci6n de l a s  p l a c a s .  
Las p l acas  fueron  lavadas  por inmersi6n de l a s  mismas 
en NaCl 0,15 M ,  con dos cambios de l a  s o l u c i d n  du ran t e  24 ho ra s .  
Pos te r io rmente  s e  co locaron  l a s  p l acas  en agua d e s t i l a d a  3  ho- 
r a s  o  m h s ,  con v a r i o s  cambios. Se s ec6  e l  g e l ,  recubr iendo l a s  
p lacas  con u n  papel de f i l t r o  hamedo y s e  co locaron  en una e s -  
t u f a  a  37OC duran t e  24 horas .  Pos te r io rmente  s e  lavd con agua 
comQn, s e  secd l ige ramente  y luego s e  sumergid por 15-30 minutos  
en una so luc idn  a1 0,5% (P/Y) de Amido Swartz en metanol-dcido 
acet ico-H20 (4 ,5:1:4 ,5) .  Las p l a c a s  fueron  lavadas  con l a  misma 
s o l u c i d n  en que f u e  d i s u e l t o  el c o l o r a n t e .  
I .  
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XVII-9. E l e c t r o t r a n s f e r e n c i a  de a d e n i l  c i c l a s a  e  inmunopreci- 
p i t a c i b n  " i n  s i t u "  con a n t i c u e r p o s  e s p e c i f i c o s .  
La a d e n i l  c i c l a s a  d e  T. c r u z i  p rovenien te  de u n  ex- 
p e r f o r a c i o n e s ,  e s t e  d i  s p o s i  t i v o  f u e  asegurado p o r  bandas e l b s t i  - 
cas y co locado  en l a  cuba de t r a n s f a r e n c i a .  E l  tampdn u t i l i z a d o  
f u e  TRIS-HC1 192 m M - g l i c i n a  con me tano l  20% (V/V) a  pH: 8 , 3 .  La 
i n t e n s i d a d  a p l i c a d a  f u e  de 3 A d u r a n t e  3  horas  (222) .  
E l  pape l  de n i t r o c e l u l o s a  p r o v e n i e n t e  de l a  t r a n s f e r e n c i a  se l o  
t r a t d  p o r  1 hora  con TBS-BSA a  3 7 O C ,  e s t a  e t a p a  se r e a l i t 6  p a r a  
s a t u r a r  10s s i t i o s  de u n i d n  i n e s p e c f f i c o s .  Luego se l a v 6  con TBS 
v a r i a s  veces y f i n a l m e n t e  se i n c u b d  con e l  a n t i c u e r p o  e s p e c f f i -  
co d i l u f d o  en TBS-BSA c o n t e n t e n d o  10% (V/V) de s u e r o  normal  de 
r a t d n  d u r a n t e  14-16 horas  a t e m p e r a t u r a  amb ien te  con a g i t a c i 6 n  
suave. E l  pape l  f u e  l a v a d o  can TBS, 5 cambios en una h o r a  e  i n -  
cubado con e l  segundo a n t i c u e r p o  d i r i g i d o  c o n t r a  l a  inmunog lobu-  
l i n a  d e l  p r i m e r  a n t i s u e r o ,  ats d s c i r  i n m u n o g l o b u l i n a  de c o n e j o  
a n t i - I g  de r a t d n ,  e l  c u a l  t i e n e  p e r o x i d a s a  acop lada.  E s t e  f u e  
u t i l i z a d o  en una d i l u c i d n  1/$00 en TSS. La i n c u b a c i 6 n  se h i z o  
a  t e m p e r a t u r a  ambient6  d u r a n t e  2 horas .  Luego se l a v 6  con TBS, 
5  cambios en una hora .  Para l a  r e a c c i d n  de c o l o r  (222) ,  e l  p a p e l  
se  embebid en una s o l u c i d n  que c o n t e n f a  25 ) ~ g  de o - d i a n i z l d i n a /  
m l ,  0.01% (V/V) H202 y TRIS-k l~  10 aM pH:7,4. E s t a  s o l u c i b n  s e  
p r e p a r d  inmed ia tamente  a n t e s l d e  u s a r  a  p a r t i r  de una s o l u c i 6 n  
que c o n t e n f a  1% de o - d i a n ~ z i b f n r  e n  metanot  y 0.30% (V/V)H202. 
La r e a c c i d n  f u e  f i n a l i z a d a  despues de 10s 30 m i n u t o s  p o r  l a v a d o  
t r a c t o  c rudo  y d e l  e l u f d o  de una columna de h e x i l a m i n o - s e f a r o s a  
f u e  somet ida  a  una e l e c t r o f o , r " e s i s  en  c o n d i c i o n e s  d i s o c i a n t e s ,  
como se e s p e c i f i c a  en e l  a p a r t a d o  X I  de " M a t e r i a l e s  y Mi5todos". 
Las p r o t e i n a s  f u e r o n  l u e g o  t r a n s f e r i d a s  a  pape l  de n i t r o c e l u l o -  
sa. E l  p r o c e d i m i e n t o  se esquemat iza en l a  f i g u r a  24. Se u t i l i t a -  
r o n  h o j a s  de pape l  de n i t r o c ~ l u l o s a  de 0.45 l m  de tamaRo de po- 
r o ,  marca M i l l i p o r e ,  l a s  cua fes  se humedecieron con agua d e s t i -  
l a d a .  Sobre e l  g e l  se c o l o c d  e l  p a p e l  hQmedo y a  ambos l a d o s  se 
c o l o c a r o n  pape les  de f i l t r o  (Whatman 3 MM) embebidos en  agua, 
e s t o  se d i s p u s o  e n t r e  dos pafios abso rben tes  t i p 0  "Sco tch  B r i t e " ,  
l o  c u a l  f u e  s o p o r t a d o  p o r  dos p lacas,  de a c r f l i c o  con m f i l t i p l e s  
, Ilk:: 1 .. I . . 
Figura 24. Esquema de la cuba electmfor4tica empleada para la transferen- 
cia de pmtefnas do1 gel de poliacrilamida a1 papel de nitroce- 
lulosa. 
A: "Scotch Brite"; B: papel Whatman 3 M; C: gel ; D: papel de 
ni trocel ulosa. 
:p. I I 
con agua. El papel de nitroc,elulosa fue secado entre papeles de 
fi 1 tro y se conservd protegilo de la luz. 
X V I  I f .  Preparacidn 'de antic:u.erpo-sefarosa. 
Para la preparacifin de esta matriz cromatogrdfica se 
sigui6 el mCtodo descripto por Cuatrecasas (207), que se detalld 
en el apartado V de 
I = .  - 1 , ' I  
I I' I 
XIX. Purificacidn por inmuno-afinidad de la adenil ciclasa 
de T .  cruzi. 
. I 
I La preparacidn de hexilamino-sefarosa, se concentr6 
por filtracidn a traves de 10s minifiltros verticales de Amicon, 
hasta un volumen de 2,5 ml (0,89 mg de protefna/ml), y se sem- 
brd en una columna de anticuerpo-sefirosa (0,75 x 7 cm), equili- 
brada con tampdn A. El percolado se recicld 6 veces. La columna 
fue lavada con 50 ml de tampdn da equili brio, conteniendo NaCl 
0,5 M y Lubrol PX 0,5%. La eluci6n se realiz6 con Trietilami- 
na 5 0  mM pH:11,8. Se recogieron fracciones de 0,5 ml, cada una 
de ellas en una cantidad suficiente de MOPS 1 M pH:7,1, para 
neutralizar rapidamente el elufdo (aproximadamente 100 pl). A 
cada una de las fracciones se le midi6 la actividad de adenil 
ciclasa, y aquellas que fueron positivas, se las sometid a elec- 
troforesis en gel de poliacri lanfda en condiciones disociantes. 
- W P  
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XX. Otras determinaciones realizadas. I .  rn 
- Proteinas: se realizd por el metodo de Lowry et a1 (224), uti- 
1 izando como patr6n a1 bGmina serica bovina recristal izada. 
' I  
R E S U L T A D O S  Y D I S C U S I O N  
RESULTADOS Y DISCUSION 
I .  Adeni 1  c i  clgsa de Trypanosoma c r u z i  . 
L . - 1-1. Local izacidn c e l u l a r .  
- ,I . I.. . . 
I - - I . . .r. ,, ' "j#-&;Ip!', .I fi$~"!. ', .. I 
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-I I Se inif id el  e s t u d i o  de l a  l oca ' l i z ac i6n  de l a  aden i l  
c i c l a s a  de T .  c r u z i ,  ana l izando  su d i s t r i b u c i d n  en l a s  d i f e r e n -  
t e s  f r a c c i o n e s  ob t en idas  a  p a r t i r  de u n  homogeneizado de epimas- 
t i g o t e s ,  preparado .corn0 s e  e s p e c i f i c d  en e l  apa r t ado  11-2 de 
"Mater ia les  y Mgtodos". 
En l a  t a b l a  V s e  resumen 10s v a l o r e s  de l a s  a c t i v i d a -  
des  e s p e c f f i c a s  y t o t a l e s  cuando s e  sometid a  c e n t r i f u g a c i o n e s  
d i f e r e n c i a l e s  d icho  e x t r a c t o .  Como puede obse rva r se  c a s i  e l  100% 
de l a  a c t i v i d a d  enzimdt ica  s e  encuent ra  asoc iada  a  l a  f r a c c i d n  
sedimentable  y s o l o  u n  2% en l a  f r a c c i d n  s o l u b l e .  
Estos r e s u l t a d o s  confirman d a t o s  de o t r o s  a u t o r e s  
(189) en e l  s e n t i d o  de que l a  mayor p a r t e  de l a  a c t i v i d a d  de 
aden i l  c i c l a s a  en T.  c r u z i  e s t d  l o c a l i z a d a  en l a s  f r a c c i o n e s  
p a r t i c u l a d a s ,  correspondiendo e s t a s  a  membrana p lasmdt ica .  
La l b c a l i z a c i d n  d e  l a  aden i l  c i c l a s a  en f r a c c i o n e s  
membranosas, e s  una c a r a c t d r f s t i c a  genera l  de l a  enzima de o r -  \ 
ganismos e u c a r i o t e s .  La dn ica  excepcibn d e s c r i p t a  e s  l a  aden i l  
c i c l a s a  de tObulos s emin f f e ros ,  Cej ido en e l  cual  s e  l a  encuen- 
t r a  s o l u b l e  (9 )  (18). En e u c a r i o t e s  i n f e r i o r e s  t a l e s  como 
B .  emersonii  (168) y D. discoideum (224) que ca recen  de pared 
c e l u l a r ,  y en N .  c r a s s a  ( 8 ) ,  S. c e r e v i s i a e  (14)  y M .  r o u z i i  
-. 
(162 ) ,  que poseen pared c e l u l a r ,  s e  encont rd  qae l a  aden i l  c i - d  -. 
c l a s a  s e  l o c a l  i z aba  eh f r a c c i o n e s  p a r t i c u l a d a s .  
Para poder e s t u d i a r  y c a r a c t e r i z a r  l a  a d e n i l  c i t l a s a  
f u e  necesa r io  buscar  u n  m6todo para  a i l a r  l a  enzima,  o  p a r t e  de 
e l l a ,  en forma s o l u b l e .  Para e l l o  s e  i nc luye ron  en 10s tampones 
se lecc ionados  pa ra  l a  e x t r a c c i 6 n ,  d i t e r e n t e s  agentes que i n t e r -  
actGan con 10s componentes de l a  m~mbrana,  d isminuyendo a s i ,  
l a  e s t a b i l i d a d  de 10s comple jos  l f p i d o - p r o t e f n a .  
4 
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1 - 1 1  K a t a m i e n t o  con d e t e r g e n t e s .  
Maki no y c o l a b o r a d o r e s  (225)  c las i f i can  l a  i n t e r a c c i 6 n  
de d e t e r g e n t e s  con p r b t e f n a s  segdn dos c a t e g o r f a s .  La p r i m e r a  
i m p l i c a  l a  i n t e r a c c i d n  a  t r a v e s  de l a  u n i d n  i n e s p e c f f i c a  d e l  de- 
t e r g e n t e  a  J i t i o s  de b a j a  a f i n i d a d  en l a  p r o t e f n a .  E s t a  u n i d n  
es c o o p e t a t i v a  y va acompaRada con un carnbio c o n f o r m a c i o n a l  i m -  
p o r t a n t e  de l a  p r o t e f n a .  E n  e s t a s  c i r c u n s t a n c i a s  es u s u a l  que 
l a  a c t i v i d a d  e n z i m d t i c a  de l a  p r o t e f n a  se p i e r d a .  Un e j e m p l o  
t f p i c o  es e l  caso d e l  d o d e c i l  s u l f a t o  de s o d i o  (SDS) .  En l a  se- 
gunda c a t e g o r i a ,  se  u b i c a n  10s d e t e r g e n t e s  que i n t e r a c t d a n  a  n i -  
v e l  de 10s s i t i o s  h i d r o f 6 b i c o s  de a l t a  a f i n i d a d ,  s o b r e  l a  super -  
f i c i e  de l a  p r o t e f n a .  La i n t e r a c c i d n  probab lemente  no es coope- 
r a t i v a  y no se acompaRa de carnbio c o n f o r m a c i o n a l .  Por c o n s i g u i e n -  
t e ,  l a  a c t i v i d d d  de l a  enzima se man t iene .  A e s t a  c l a s e  de d e t e r -  
gentes  p e r t e n e c e  e l  c o l a t o ,  e l  d e o x i c o l a t o  y 10s d e t e r g e n t e s  no 
i d n i c o s  d e l  t i p 0  d e l  T r i t d n  X-100, L u b r o l  PX, B r i  j 58, e t c .  Ade- 
mas de l a  capaci.dad que posaen e s t o s  de te rgen te -s  p a r a  s o l u b i l i -  
z a r  enzimas de membran'a en forma a c t i v a ,  no i n t e r f i e r e n  en  e l  
uso de r e s i n a s  de i n t e r c a m b i o  idn ico y mBtddos e l e c t r o f o r 6 t . i -  
cos d e s a r r o l l a d o s  p a r a  p r o t e f n a s  s o l u b l e s  en  agua. 
Los d e t e r g e n t e s  a n t e s  mencionados se  han u t i l i z a d o  
con e x i t 0  en l a  sol0bi, l i iac!6n de a d e n i l  c i c , l a s a  (226)  (227) .  
Para emplear  en T. c r u z i  e s t o s  mgtodos de e x t r a c c i d n  
con d e t e r g e n t e s ,  se O t i l i z 6  como f u e n t e . d e  enzima sedimentos de 
membranas (PlO5), l o r  que f u e r o n  resuspend idos  e n  tampbn B, con- 
t e n i e n d o  10s d i f g r e n t e s  d e t e r g e n t e s  a  c o n c e n t r a c i o n e s  d e l  0,s 
a1 1% (P IV) .  La homogeneizac idn se  h i z o  en  un homogeneizador 
t i p 0  P o t t e r  y se d e j d  d u r a n t c  60 m i n u t o s  b a j o  a g i t a c i d n  magn6- 
t i c a  a 4 O C .  
En l a  t a b l a  V I  s e  muest ran  l a s  a ' c t i v i d a d e s  de a d e n i l  
c i c l a s a ,  expresadas en por ciento r e s p e c t o  de l a  a c t i v i d a d  i n i -  
c i a l ,  t a n t o  en sedimento como en sobrenadante  l u e g o  de una cen-  
t r i f u g a c i 6 ~  a 105.000 x g d u r a n t e  60 m inu tos .  Los r e s u l t a d o s  i n -  
d i c a n  c l a r a m e n t e  que 10s agentes s o l u b i l i z a n t e s  u t i l i z a d o s  no 
son e f e c t i v o s  pa ra  t a l  m o t i v o  y que adembs, d i sm inuyen  n o t a b l e -  
mente l a  a c t i v i d a d  e n z i m i t i c a .  
Detergente I - , I rr: ,~cti;idad recufierads luego de cen t r i f u  a r  e l  u t i l i zado  . I I . extract0 a 105.000 x g por 60 minutos I! %) 
~ed inkn to  Sobrenadante 
- 
. . .. ' 1  ."*8,5 
. Lubrol PX (1%) .. 54 
(095%) 57 
. 
Tr i ton  X. lOO (1%)' . 52,5 
(0 95%) 60 
Br i j -58 (1%) 26,74 
Colato de sodio (1%) 2,20 
Deoxicolato de sodio (1%) 11,23 
D i  g i  ton i  na (1%) 93 
1 
Tabla V I .  Distr ibucidn de l a  adenil c ic lasa en extractos preparados en 
presencia o ausencia de detergentes. 
Se ve a s f  que l a  mayor p a r t e  de l a  a c t i v i d a d  de l a  
a d e n i l  c i c l a s a  es r e s i s t e n t e  a l a  s o l u b l l i z a c i b n .  La r e e x t r a c -  
c i d n  d e l  sedimento de 105.000 x g con tampdn B, c o n t e n i e n d o  
10s d i f e r e n t e s  agentes no aumentd l a  s o l u b i l i z a c i 6 n  e n  forma 
a p r e c i a b l e  y  s i  l a  i n a c t i v a c i d n .  
Es tos  da tos  l l e v a r i a n  a  pensar  que l a  enzima de 
T. c r u z i ,  a1 i g u a l  que l a s  demds c i c l a s a s  e s t u d i a d a s ,  es una 
p r o t e i n a  que t i e n e  uan f u e r t a  i n t e r a c c i b n  con l a  membrana, y a  
que es r e s i s t e n t e  a  10s t r a t a m i e n t o s  an tes  v i s t o s .  
1-1 .2 .  T r a t a m i e n t o  con enzimas l i p o l f t i c a s .  
I I  - ) ' ,  I -u 'J  
I I I ' l?(jl>,. I ;- .\ I;'' . .
I . La s o l u b i l i z a c i d n  de p r o t e i n a s  de membranas, en a l g u -  
nos casos se ve f a v o r e c i d a  p o r  e l  uso de enzimas l i p o l f t i c a s  
(228) .  Para a n a l i z a r  e s t e  p u n t o  l a s  membranas f u e r o n  r e s u s p e n d i -  
das en tamp6n B y t r a t a d a s  con f o s f o r i l a s a  A y f o s f o r i l a s a  C 
y t amb ign  con l i p a s a  p a n c r e b t i c a .  Con cada una de l a s  enzimas 
se h i c i e r o n  i n c u b a c i o n e s  separadas y combinadas. En n inguno  de 
10s casos se l o g r d  una s o l u b i l i z a c i d n  a p r e c i a b l e ,  s i n  embargo 
d e c r e c i 6  mucho l a  a c t i v i d a d  e n z i m b t i c a .  
1-1.3. T r a t a m i e n t o s  mecbnicos. 
I n 
Se han d e s c r i p t o  d i v e r s o s  t r a t a m i e n t o s  mecdnicos que 
favorecen l a  s o l u b i l i z a c i d n  de p r o t e i n a s  de membranas. Es tos  
t r a t a m i e n t o s  provocan r u p t u r a s  de l a  b i c a p a  y  de e s t a  manera f a -  
vo rece  e l  mayor c o n t a c t 0  de l a s  zonas i n t r f n s e c a s  de l a  misma 
con d i f e r e n t e s  agentes s o l u b i l i z a d o r e s .  Asf  p o r  e jemp lo ,  s o n i c a -  
do, congelamiento y  descongelami 'ento,  a b r a s i b n ,  e t c  (229 ) .  
Para s o l u b i l i z a r  l a  a d e n i l  c i c l a s a  de T. c r u z i ,  se sus-  
p e n d i e r o n  l a s  membranas en tampdn B, c o n t e n i e n d o  10s d i f e r e n t e s  
d e t e r g e n t e s  u t i l i z a d o s  a n t a r i o r m e n t e  y se l a s  s o n i c 6  en un e q u i -  
po Branson Son ic  modelo W140, con c u a t r o  p u l s o s  de 15 segundos 
a  mdxima i n t e n s i d a d ,  E l  homogenato se c e n t r i f u g 6  a  105.000 x  g  
p o r  60 m i n u t o s  y se m i d i 6  a c t i v i d a d  en sed imen t0  y  en sobrenadan- 
t e .  E s t e  p r o c e d i m i e n t o ,  d i 6  l u g a r  a  una i n a c t i v a c i d n  c a s i  t o t a l  
de l a  enzima, s i n  mayor s o l u b i l i z a c i d n  de l a  misma. 
Se ensay6 ademds l a  t e c n i c a  d e l  conge lamien to  en 
n l t r b g e n o  l l q u i d o  y  desconge lamiento  y  p o s t e r i o r  homogeneiza- 
c i 6 n  en un p o t t e r .  Tampoco se  t u v i e r o n  r e s u l t a d o s  e f e c t i v o s ,  
ademds de obse rva rse  una p g r d i d a  muy marcada de l a  a c t i v i d a d ,  
comparando s iempre  con un c o n t r o l  no t r a t a d o .  
1 - 1 . 4 .  T r a t a m i e n t o  con s a l e s .  
I '  
I I 
- 1  Las membranas a1 s e r  expuestas  a  a l t a  f u e r z a  i 6 n i c a  
a l t e r a n  su  e s t r u c t u r a  y  se d i s o c i a n  10s comp le jos  p r o t e i n a - p r o -  
t e i n a  y  p r o t e f n a - 1  f p i d o ,  que son manten idos  p o r  i n t e r a c c i o n e s  
de t i p 0  e l e c t r o s t d t i c o  (230) .  
I Se prob6 e l  e f e c t o  de v a r i a s  s a l e s  s o b r e  l a s  membranas 
de T. c r u z i .  Para e l l o  se p r o c e d i 6  de l a  s i g u i e n t e  manera: e l  
sed iment0  de 105.000 x g se r e s u s p e n d i 6  en  tamp6n B a1 que se 
l e  a d i c i o n a r o n  l a s  d i f e r e n t e s  s a l e s  en l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  que 
se e s p e c i f i c a n  en  l a  t a b l a  V I I .  La suspens i6n  se homogeneiz6 
en un p o t t e r  y se d e j d  a g i t a n d o  magnet icamente d u r a n t e  60 minu-  
t o s  a  O ° C ,  a1 cab0 de ese t i empo  se c e n t r i f u g 6  a  105.000 x g  
p o r  60 minu tos  y se m i d i 6  l a  a c t i v i d a d  e n z i m d t i c a  en e l  sedimen- 
t o  y  en e l  sobrenadante  o b t e n i d o s .  
- De acuerdo con 10s r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s ,  e l  S04(NH4)2 
s o l u b i l i z a  un 20% de l a  enzima s i n  i ' n a c t i v a r l a .  Es to  es muy i m -  
p o r t a n t e ,  ya que h a s t a  e l  momento no se h a b i a  l o g r a d o  n i n g u n a  
s o l u b i l i z a c i 6 n  a p r e c i a b l e .  Por  e l l o  se d e c i d i 6  p r o b a r  t r a t a m i e n -  
t o s  combinados de s a l e s  y  d e t e r g e n t e s ,  como se d e t a l l a  a  c o n t i -  
Sal u t i  1  izada 
Actividad recuperada luegq de l a  extracci6n de las  
membranas con o  s i n  sales y centr i fugacidn poster ior 
a  105.000 x  g  (%). 
Sedimento Sobrenadante 
SCNK . (0,l . M) 
. 
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Tabla "11. D i s t r i  bucidn de l a  a;tividid dk adenil c ic lasa lue&-8;'7fa - 
extraccidn con diferentes sales en presencia del  tampdn B. 
1-1.5. T r a t a m i e n t o  e6n a e ~ e r g e n t e s  y s a l e s .  
Se pens6 que l a  p r e s e n c i a  s i m u l t d n e a  de d e t e r g e n t e  y  
SOq(NH4)2 p o d r f a  p o t e n c i a r  e l  e f e c t o  de cada uno y o b t e n e r  as(,  
un mayor g rado de s o l u b i l i z a c i b n .  A s f  en tonces ,  se t r a t d  a  l a s  
membranas con tampdn B, c o n t e n i e n d o  Lubro l -PX y (NH4)2S04 en 
c o n c e n t r a c i o n e s  v a r i a b l e s .  Se s o m e t i d  a1 homogeneizado a  a g i t a -  
c i d n  magn6 t i ca  suave d u r a n t e  120 m i n u t o s  a  O ° C .  P o s t e r i o r m e n t e  
se c e n t r i f u g d  a  105.000 x g d u r a n t e  60 m i n u t o s  y se m i d i 6  en  am- 
bas f r a c c i o n e s  l a  a c t i v i d a d  e n z i m b t i c a .  Los r e s u l t a d o s  pueden 
o b s e r v a r s e  en l a  t a b l a  V I I I .  
Con 10s r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  se puede o b s e r v a r  que 
l a  a c c i d n  combinada d e l  d e t e r g e n t e  y l a  s a l  es e l  mgtodo mds 
e f e c t i v o  de s o l u b i l i z a c i d n  de l a  enzima de T. c r u z i .  Para l a  
p u r i f i c a c i d n  y c a r a c t e r i z a c i d n  se  u t i l i z d  e l  SlO5 o b t e n i d o  pas- 
Lubrol PX (0,1%) 
SO4(NH4I2 (0.1 M) 
Lubrol PX (0,1%) 
S04(NH412 (0.5 M) 
Lubrol PX (0,5%) 
S04(NH412 (0.1 M) 
Lubrol PX (0,5%) 
SO4(NH4I2 (0.5 M) 
I I 
Tabla VIII. Dist r ibuc ibn de l a  ac t i v idad  de l a  adeni l  c i c lasa  poster ior -  
, mente a  l a  extraccidn combinada de detergente no idn ico y sa l .  ~ 
:, 1 , f  . .'A&.;: , ; & 
1 1 .  P u r i f i c a c i d n  p a r c i a l  de  l a  a d e n i l  c i c l a s a  de  T. c r u z i .  
11-1. C r o m a t o g r a f i a  e n  h e x t l a m i n o - s e f a r o s a .  
J E l  p r i m e r  paso de p u r i f i c a c i b n  c o n s i s t i d  en  c roma to -  
g r a f i a r  e l  s o b r e n a d a n t e  de  105.000 x  g (SIo5) d i a l i z a d o  p r o v e -  
n i e n t e  de l a  s o l u b i l i z a c i 6 n  de l a  enz ima en  una co lumna de he-  
x i l a m i n o - s e f a r o s a .  La f i g u r q  25 m u e s t r a  e l  p e r f i l  de  e l u c i 6 n  de 
l a  columna. La a c t i v i d a d  e n z i m b t i c a  e l u y 6  e n  u n  s o l o  p i c 0  a  una 
Fraccidn (mi) 
t 
Figura 25. Croinatograffa en urlunna de h8xflamino-sefarosa de un extract0 
solubilizado (SIo5) de T. cruzi . 
a, actividad de adenil ciclasa; m , protefna. 
c o n c e n t r a c i d n  de ClNa de 0,30M, con una u c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  
de 280 pmoles/min/mg de p r o t e f n a .  E s t e  v a l o r  es aprox imada- 
mente 4 veces mayor que e l  que cor responde a1 SIo5. 
Los d e t a l l e s  e x p e r i n e n t a l e s  de e s t e  p r o c e d i m i e n t o  
f u e r o n  d e s c r i p t o s  en l a  s e c c i 6 n  de " M a t e r r a l e s  y Mgtodos".  
11-2 .  Enfoque i s o e l 6 c t r i c o  en  g r a d i e n t e  de sacarosa.  
Con e l  f i n  de d e t e r m i n a r  e l  pun to  i s o e l 6 c t r i c o  de l a  
aden i  1  c i c l a s a ,  una a l f c u o t a  de una p r e p a r a c i 6 n  d e l  h e x i l a m i n o -  
se fa rosa  f u e  somet ida  a  un en foque i s o e l e c t r i c o  en g r a d i e n t e  de 
sacarosa,  armado en columna, con un  rango  de pH de 3,5 a  10 
un idades.  En l a  f i g u r a  2 6  se mues t ra  e l  r e s u l t a d o  de d i c h o  ex-  
p e r i m e n t ~ .  La a c t i v i d a d  e n z i m d t i c a  e n f o c 6  en  un s o l o  p i c 0  a  
pH:6,2, completamente r e s u e l t o  d e l  r e s t o  de l a s  p r o t e f n a s  l o c a -  
l i z a d a s  en l a  zona d c i d a  d e l  g r a d i e n t e .  La a c t i v i d a d  recuperada  
d e l  e l e c t r o e n f o q u e  f u e  muy escasa (aproximadamente un 9% de l a  
a c t i v i d a d  sembrada), e s t o  i m p i d i d  s e g u i r  s u  p u r i f i c a c i d n  . 
- E l  p r i n c i p a l  i n c o n v e n i e n t e  que su rge  en l a  p u r i f i c a -  
c i b n  de l a  a d e n i l  c i c l a s a  de T. c r u z i ,  es l a  i n a c t i v a c i d n  g r a -  
d u a l  de l a  enzima l u e g o  de s u  s o l u b i l i z a c i b n .  
I ' La r e c u p e r a c i d n  de l a  a c t i v i d a d  e n z i m d t i c a ,  despu6s 
d e l  en foque i s o e l g c t r i c o ,  no p e r m i t 1 6  que se  u s a r a  e s t a  p r e p a r a -  
c i d n  p a r a  l a  c a r a c t e r i z a c i d n  m o l e c u l a r  de l a  c i c l a s a .  
Muchas p r o t e f n a s  i n t e r a c t a a n  con c o l o r a n t e s  de t r i a -  
- 
z i n a  un idos  a  s e f a r o s a  p o r  un mecanismo de a b s o r c i b n ,  e s p e c f f i -  
co o  no, aSn no conoc ido  (231) .  Se ha p r o p u e s t o  que e l  a z u l  de 
C i  b a c r 6 n  y o t r o s  s u l f o n a t o s  p o l  i c r o m b t i c o s  p o d r i a n  i m i  t a r  c i e r -  
F r o c c i d n  
Fi gura 26. Enfoque isoelectrico de una preparacidn de Hexi lami nu-sefarosa . 
Rango de pH: 3,5 a 9,O (A), pH; (e), actividad de adenil c i -  
c l  asa; (m) , protefna. 
t o s  a s p e c t o s  de l a  adsorc idn  de  nuc l ed t idos  a  10s  " s i t i o s  
nuc l e6 t idos"  de l a s  p ro t e fnas  ( 2 3 2 ) .  
~ m ~ l e a n d d  e s t o s  metodos no s e  ob tuv i e ron  r e s u l t a -  
dos s a t i s f a c t o r i o s .  Por e t l o  e s  que s e  u t i l i z b  para  p u r i f f c a r  
l a  entima hex i lamino-se fa rosa ,  l a  cual  t i e n e  c a r . a c t e r f s t i c a s  
h i d r o f b b i c a s ,  que e s  adecuada para  e l  caso de a q u e l l a s  p r o t e f -  
nas que tengan asoc iados  d e t e r g e n t e s .  
111. C a r a c t e r i z a c i d n  molecu la r  d e  l a  aden i l  c i c l a s a  de T .  c r u z i .  
111-1. F i l t r a c i d n  en gel  (Bio-Gel A 5m) 
La f i g u r a  27  muestra e l  p e r f i l  de e lucJdn  de una pre -  
paraci6n de hexi lami no - se fa rosa ,  cormatograf iada  en una columna 
a n a l f t i c a  d e  Bio-Gel A-5m. La a c t i v i d a d  de aden i l  c i c l a s a  e l u -  
yb como u n  Qnico  pic0 que preced id  a1 de  l a  fumarasa ,  con una 
c o n s t a n t e  K e l =  1.8, co r r e spond ien t e  a u n  r a d i o  de Stokes  de 
5,65 mm. Las f l e c h a s  i nd i can  l a  pos i c idn  de 10s p icos  de e l u c i d n  
de l a s  p r o t e i n a s  marcadoras. 
111-2. U l t r a c e n t r i f u g a c i o n e s  en g r a d i e n t e s  de s a c a r o s a  
Para conocer e l  c o e f i c i e n t e  de sed imentac ibn  
( S 2 ~ , w  y % O , D  ) y  e l  volumen e s p e c f f i c o  ( 3  ) p a r c i a l  de l a  en- 
zima. s e  r e a l i z a r o n  c e n t r i f u g a c i o n e s  en g r a d i e n t e s  de s a c a r o s a  
preparados con H20 y D20. En l a  f i g u r a  28 s e  observan 10s r e s u l -  
t ados .  En e l  g r d f i c o  s e  encuent ra  ademtis l a  curva de c a l i b r a c i 6 n  
r e a l i z a d a ,  segun l a  d i s t a n c i a  r e c o r r i d e  por cada p r o t e i n a  marca- 
dora  desde e l  borde s u p e r i o r  de cada g r a d i e n t e  h a s t a  l a  pos i c i6n  
a lcanzada ( r )  a1 f i n a l i z a r  l a  c e n t r i f u g a c i b n ,  en func idn  de l  co- 
e f i c i e n t e  de sedimentacidn ( s ) .  Las c o n s t a n t e s  de sedimentacidn 
' .. Y 
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Figura 27. Fi l t rac idn  en columna rna l f t i ca  de Bio-Gel A-5m de una prepara- 
cidn de hexi lami no-sefarosa. 
E l  grafico insert0 muestra l a  relacidn entre l a  y 10s radios 
de Stokes para 1 protafrus ~ M K I ~ O ~ ~ S  (r) y para l a  ciclasa ( 0 ) .  
0, bacterias; 6, @ -gr~actmidasa; F, f m r a s a ;  L,  lactato deshi- I 
drogenasa; M, malato dwshidrogenasa y Cc, c i  trocromo c. 
para  l a  a d e n i l  c i c l a s a  f u e r o n  d i f e r e n t e s  en ambos g r a d i e n t e s ,  
p r e s e n t a n d o  u n  v a l o r  pa ra  H20 de  6 ,25  y para  D20 de 5 , 0 5 .  Es to  
e s t 5  i n d i c a n d o  que l a  enzima t i e n e  mol6cu las  de  d e t e r g e n t e  a s o -  
c i a d a ,  l o  que i m p l i c a  u n  cambio en e l  v a l o r  d e l  volumen e s p e c i -  
f i c o  p a r c i a l  de l a s  p r o t e f n a s  marcadoras .  E s t e  v a l o r  f u e  c a l c u -  
l a d o ,  como s e  e s p e c i f i c 6  en " M a t e r i a l e s  y M6todos" y r e s u l t 6  
s e r  i g u a l  a  0 , 8 3  ml /g .  
Conociendo 10s v a l o r e s  d e l  r a d i o  de S t o k e s ,  e l  vo lu -  
men e s p e c i f i c o  g a r c i a 1  y e l  c o e f i c i e n t e  de s e d i m e n t a c i d n  en 
H20 de l a  enz ima,  e s  p o s i b l e  e s t i m a r  e l  peso m o l e c u l a r  r e l a t i -  
vo d e l  comple jo  p r o t e i n a - d e t e r g e n t e .  El v a l o r  h a l l a d o  f u e  de  
2 3 0 . 0 0 0  D .  Sabiendo que e l  volumen p a r c i a l  e s p e c i f i c o  d e l  d e t e r -  
g e n t e  u t i l i z a d o  (Lubrol  P X )  e s  de  0 ,958  m l / g ,  s e  pudo c a l c u l a r  
l a  c a n t i d a d  de d e t e r g e n t e  unido a  l a  enz ima ,  que f u e  de 0 ,754  mg 
por m g  de  p r o t e i n a .  
Ademds s e  c a l c u l 6  u n  c o e f i c i e n t e  f r i c c i o n a l  ( f / f o )  de 
1 , 3 3 ,  basandose  en l a s  fo rmulas  e x p u e s t a s  en e l  a p a r t a d o  I X - 4  
de " M a t e r i a l e s  y M6todosU. 
E n  l a  t a b l a  I X  s e  resumen 10s  part imetros  h id rod in6mi -  
cos d e l  comple jo  a d e n i l  c i c l a s a - d e t e r g e n t e  y e l  peso m o l e c u l a r  
c a l c u l a d o  pa ra  l a  enzima s o l a .  
. - I* 
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Cabe d e s t a c a r  que 10s v a l o r e s  h a l l a d o s  pa ra  10s  parame- 
t r o s  m o l e c u l a r e s  d e  l a  a d e n i l  c i c l a s a  d e  T .  c r u z i  s o l u b i l i z a -  
da con Lubrol  P X ,  f u e r o n  d e t e r m i n a d o s  en p r e s e n c i a  d e l  d e t e r -  
g e n t e ,  po r  l o  t a n t o  10s  d a t o s  o b t e n i d o s  c o r r e s p o n d e n  a1 comple- 
j o  e n z i m a - d e t e r g e n t e .  Cons iderando l a  c a n t i d a d  d e  d e t e r g e n t e  
a s o c i a d o  a  l a  mol6cula  se  o b t u v o  u n  peso m o l e c u l a r  b a s t a n t e  i n -  
f e r i o r ,  131.000D. 
Fraccidn ..r, I 
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Figura 28. Centrifugaciones en gradientes de sacarosa de una praparacibn de 
hexi 1 ami no-sefarosa de T. crurl* - 
. . I  Los gradientes s@ reallzamn en H 0 o D 0. El grdfico fwertado nwestra la movilidad fwlcidn d$ 10s 6oeficientes de sedtmenta- 
cidn de 1 a ci cl asa (0):  y las pratef nas marcadoras (a). - 
c ,  catal asa; L, lactatp deshidrogenasa; M ,  ma1 ato deshidrogenasa 
y Cc, citocr-m C .  
I- Comple jo  p r o t e l n a - d e t e r g e n t e  
Pa rhme t ro  ' V a l o r  
6 )  S20 ,w 6.2 2 0.15 
%O,D (S) 5,o f 0.10 
rstokes (nm) 5.65 + 0.10 
(ml/s) 0.83 
Lubrol : Proteina 
(mg :mg 
11- P r o t e i n a  
P.M. 
En l a  t a b l a  X se  exponen 10s p a r d m e t r o s  m o l e c u l a r e s  
e h i d r o d i n d m i c o s  c a l c u l a d o s  p a r a  a d e n i l  c i c l a s a s  s o l u b i l i z a d a s  
de d i f e r e n t e s  o rgan ismos y t e j i d o s .  Se o b s e r v a  que l a s  enz imas 
mencionadas poseen pesos m o l e c u l a r e s  que o s c i l a n  a l r e d e d o r  de  
200.000D, m i e n t r a s  que e l  de T. c r u z i  es menor .  
K o r n b l i h t t  ( 9 )  e s t u d i d  l a  a d e n i l  c i c l a s a  s o l u b l e  de 
t e s t i c u l o  de r a t a  y d e t e r m i n d  un  peso m o l e c u l a r  de 70.000D. Es- 
t a  e n r i m a  es I4n2+ d e p e n d i e n t a .  P o d r f a  s e r ,  que e s t a  f u e r a  p a r t e  
o  a1 m e n o s ' t u v i e r a  un  p o l i p e p t i d o  comdn a l a s  c i c l a s a s  e x t r a i d a s  
TESTICULO TESTICULO 
SaUBLE MEMBRANA NEUROSPORA . 
1 1 Referencia Kornblfhtt 
(9) 
Neer Reig Macla Neer 
(43) (174) (226) 
Peso mo- 
lecular 74.000 190.000 
Radio de 1 1  I stores (m) 3.9 
CEREBRO HI  GAD0 
L I  FOMA 
r49 kgF@! 
Neer Stengel 
(234) (235) 
Gi lman 
(127) 
Gi lman 
(127) 
TRY PANOSOHA 
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Tabla X. Propiedades hidrodinbnicas de las adenil ciclasas soluble y de 
membrana de d i s t i  ntos ti pos de cglulas eucari6ticas. 
de membrana. Respecto de e s t a  Ultimo,  cabe s e f i a l a r  que Gilman 
no obtuvo r e s u l t a d o s  f avo rabh t s  r e s p e c t o  a una i n t e r a c c i 6 n  pro-  
duc t i va  de  l a  c i c l a s a ' s o l u b t a  de  t e s t f c u l o ~ c o n  una p ro t e fna  re- 
g u l a t o r i a  N (127) .  A1 t e r n a t i v ~ m e n t e  podr fa  s e r  que l a  molgcula 
de l a  subunidad c a t a l f t i c a  (C)  de  l a  c i c l a s a  de  membranas 
(200.0000) t u v i e r a  mas de u n  p o l i p 6 p t i d o  y  que uno de e l l o s  fue- 
r a  e l  r e sponsab l e  de  l a  c a t l l i s i s  eon l n 2 +  y t u v i e r a  u n  peso mo- 
l e c u l a r  de 70.0000. 
/ 1 - 1  
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I V .  P u r i f i c a c i 6 n  p a r c i a l  de  l a  a d e n j l  c i c l a s a  de  N .  c r a s s a .  
I ' 1  '; 1.21 
I , ;  - '  - *  .-. - , .  - 
Se ' -oa r t i6  de l a  cepa s a l v a j e  S t  L 74 de  N .  c r a s s a ,  
u t i l i z a n d o  como medio de homogeneizacidn tampdn A ,  con t en i endo  
NaCl 0 ,5  M, s e  c e n t r i f u g d  a  105.000 x g ,  s i e n d o  a1 f u e n t e  de  
enzima l a  f r a c c i 6 n  s o l u b l e  (236) como se e s p e c i f i c 6  en e l  apa r -  
t ad0  X de "Ma te r i a l e s  y  Mbtodos". 
. . L . .  
'L. 
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- El pr imer  paso de  l a  p u r i f i c a c i 6 n  de  e s t a  enzima f u e  
c r o m a t o g r a f i a r  e l  sobrenadan te  d e  105.000 x g (SIo5)  d i a l i z a d o  
exhaust ivamente  en una columna de hexi lamino-sefarosa. En l a  
f i g u r a  29 s e  muestra e l  p i r f I l  ds e l u c i d n  de  l a  columna. La 
enzima e luy6  en u n ' p i c o   net^, a una concen t r ac idn  de ClNa de 
0.5 M con una a c t i v i d a d  e s p e c l f f c a  de  115 pmoles/min/mg de  pro- . , .-  
tef  na. -4 
I V - 3 .  F i l t r a c i d n  en gel  (816-681 A-5m) 
La a d e n i l  c i c l d s a  a l u f d a  de l a  hex i l amino - se f a ro sa ,  
I 
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Volumen de etuci6n (ml)  
Figura 29. Cromatograffa en c o l u ~  de hexllamlno-sefarosa de un SIo5 
de N. crassa. 
m, actividad de adenil ciclasa; o, pmtefna. 
I V - 4 .  D i s c u s i b n .  
se d i a l i t 6  y c o n c e n t r d  p o r  u l t r a f i l t r a c i d n  en membranas de 
Amicdn PM30. E s t e  p r o c e d i m i e n t o  permi  t i 6  o b t e n e r  un volum'en 
de 5 m l ,  e l  c u a l  se sembrd en una calumna de B i o - G e l  A-5m. 
La f i g u r a  30 muest ra  e l  p e r f 1 1  de e l u c i d n  de l a  columna. La 
a c t i v i d a d  e n z i m d t i c a  e l u y d  en un b i c o  Qnico 
La a d e n i l  c i c l a s a  de N. c r a s s a  f u e  p u r i f i c a d a  a  
homogeneidad p o r  R e i g  Macfa ( 1 7 4 ) .  E l  p r o t o c o l o  segu ido  en 
e s t a  t e s i s  p a r a  su p u r i f i c a c i d n  p a r c i a l ,  f u e  s i m i l a r .  E l  mo- 
t i v o  p o r  e l  c u a l  se dese6 a i s l a r  nueyamente e s t a  enzima, f u e  
pa ra  u t i l i z q r l a  como a n t f g e n o  en l a  o b t e n c i d n  de a n t i c u e r p o s  
, monoc lona les .  
Para e s t e  t i p 0  de t 6 c n i c a  n o . s e  r e q u i e r e  un inmun6ge- 
no de a l t a  pureza,  es p o r  e l l o  que p a r a  l a  p r e p a r a c i d n  de t a l  
a n t f g e n o  se u t i l i z a r o n  s o l o  dos pasos c r o m a t o g r d f i c o s  de p u r i -  
V .  Exper lmentos de r e c o n s t i t u c i d n  d e l  s i s t e m a  a d e n i l  c i c l a s a  
s e n s i b l e  a. hormona con l a  enr ima de N.crassa y e l  componen- 
t e  r e q u l a t o r i o  de e r i t r o c i t o  de pavo. 
I .  I I 
I .h 
I Como se e s p e c i f i c d  en e l  a p a r t a d o  11-2 de " I n t r o d u c -  
c i b n " ,  se supone que e l  s i s t e m a  de l a  a d e n i l  c i c l a s a  s e n s i b l e  
a  hormona e s t d  c o n s t i t u i d o  p o r  a1 menos dos e n t i d a d e s  p r o t e i c a s ,  
e l  componente r e g u l a t o r i o  (N) y e l  componente c a t a l i t i c o  ( C )  y 
ademds e l  r e c e p t o r  ( R )  ( f i g u r a  4).  
E s t u d i o s  hechos por Gi lman ( 1 2 7 )  en d i f e r e n t e s  mutan- 
t e s  de l i n f o m a  S49 ,  l l e v a r o n  a d i l u c i d a r  i n p o r t a n t e s  f u n c i o n e s  
de cada uno de e s t o s  componentes. En ausenc ia  de l a  subun idad 
r e g u l a t o r i a ,  como o c u r r e  en  l a  v a r i a n t e  cyc-de l l n f o m a  S49, e l  
componente c a t a l  i t i c o  s d l o  m a n i f i e s t a  su a c t i v i d a d  en p r e s e n c i a  
de ~ n ' +  y ca rece  de s e n s i b i l i d a d  f r e n t e  a1 F - ,  g u a n i l  n u c l e b t i -  
dos y t o x i n a  d e l  c b l e r a .  Es tas  prop ie l lades  m o l e c u l a r e s  l e  c o n f i e -  
r e n  s i m i l i t u d  con l a s  a d e n i l  c i c l a s a s  de Neurospora c r a s s a  y  
Trypanosoma c r u z i .  
I I En 1978, Ross y  Gi lman (40) o b t u v i e r o n  a  p a r t i r  de mem- 
branas de l a  v a r i a n t e  cyc' d e l  l i n f o t h a  S4g ,  un s i s t e m a  s e n s i b l e  
a  F - ,  g u a n i l  n u c l e d t i d o s  y t o x i n a  d e l  c d l e r a ,  a1 a d i c i o n a r l e s  
e l  componente N de membranas de c C l u l a s  de l i n f o m a  Sqg R e s u l t a -  
dos p a r e c i d o s  o b t u v o  S t e n g e l  ( 2 3 7 ) ,  en e s t e  caso  se r e c o n s t i t u -  
y6  e l  s i s t e m a  con l a  a d e n i l  c i c l a s a  de espermatozo ide  y  e l  com- 
ponente r e g u l  a t o r i o  p r o v e n i e n t e  de e r l  t r o c i t o  humano, s i e n d o  l a  
a c t i v i d a d  r e s u l t a n t e  s e n s i b l e  a  10s e f e c t o r e s  a n t e s  mencionados. 
Ademds f u e  s e n s i b l e  a  p r o s t a g l a n d i n a s ,  e s t o  e s t d  i n d i c a n d o  que 
tambign se t r a n s f i e r e n  r e c e p t o r e s  d e l  e r i t r o c i t o .  
En e s t e  apa r tado ,  se demuestra l a  e x i s t e n c i a  de s i m i -  
l i t u d e s  e n t r e  e l  componente c a t a l f t i c o  de l a  a d e n i l  c i c l a s a  de 
organismos e u c a r i o t e s  i n f e r i o r e s  y  s u p e r i o r e s .  Adembs, se demues- 
t r a  que l a  c i c l a s a  de Ngurospora . puede i n t e r a c t u a r  con e l  corn: 
ponente r e g u l a t o r i o  p r o v e n i e n t e  de e x t r a c t o s  de membrana de e r i -  
t r o c i t o .  Los d e t a l l e s  e x p e r i m e n t a l e s  f u e r o n  e s p e c i f i c a d o s  en e l  
apa r tada  X V  de " M a t e r i a l e s  y MCStodos". E l  esquema segu ido  p a r a  
e s t e  p r o c e d i m i e n t o  se d e s a r r o l l d  en  l a  f - i g u r a  21. 
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V - 1 .  A c t i v i d a d  de a d e n i l  c i c l a s a  en  p r e p a r a c i o n e s  de N.crassa 
y E r i  t r o c i  t o .  
I 
< . I I j , / . , -:,.I; . 
I 
I En l a  t a b l a  X I  s e  puede o b s e r v a r  l a s  a c t i v i d a d e s  e n z i -  
m d t i c a s  de l a s  membranas de e r i t r o c i t o  y su  c o r r e s p o n d i e n t e  ex-  
t r a c t ~  en d i g i t o n i n a  y t amb ibn  de l a s  membranas de N.crassa. 
1 Actividad de adenil ciclasa 
fEri troci t o  Neuros pora 
1 Extracto en 
He@b@$aaf deterqente -A Membranas 
Ni nguno 
Isoproterenol 
lo-' 
1 0 - ~  
prnol /mi  n/mg . protefna 
Isoproterenol lod 30.0 31.1 0.2 
GPP ( N H )  P , 
Tabla XI. Ac ividades de adenil ciclasa, medidas en presencia de 
!it Mn o Mg2+, en &ranas de N.crassa, en membranas de 
' L 
eri trocito de pavo y en extractos en detergente (digi- 
tonina) de las medbranas de eri trocito.  Las mezclas de 
reaccien contuvieiron 86, 125 y 75 pg de protefna, res- 
pecti vamente. 
Las membranas de e r i t r o c i t o ,  medidas en  p r e s e n c i a  de 
ng2+, p r e s e n t a r o n  cons idenab l (  r r s p u e s t a  a1 i s o p r o t e r e n o l  , 
. Gpp(NH)p y F l u o r u r o .  Por  e l  e o n t r a r i o ,  e l  e f e c t o  d e l  i s o p r o t e r e -  
2+ no1 fue menos marcado en p r e s e n c i a  de' Mn . 
En 10s e x t r a c t o s  en  d i g i t o n i n a  no se pudo d e t e c t a r  ac-  
t i v i d a d  e n z i m d t i c a .  Lo mismo o c u r r i b ,  cuando se p r e i n c u b 6  un ex-  
t r a c t ~  en c o l a t o  a  3 7 O C  d u r a n t e  20 m inu tos  ( d a t o s  no p resen tados ) .  
E l  p r e t r a t a m i e n t o  de 10s e x t r a c t o s  con tox ima  d e l  c 6 l e r a  no i n -  
crement6 l a  a c t i v i d a d  enzimbt3ca.  
Por o t r o  l ado ,  l a s  nembranas de Neurospora t u v i e r o n  
una a c t i v i d a d  depend ien te  d e l  ng2+ de aproximadamente e l  1% de 
2+ l a  o b t e n i d a  con Mn . ; 
V-2. Requer im ien tos  pa ra  l a  o b t e n c i d n  Qe un s i s t e m a  r e c o n s t i -  
t u i d o .  %:I i .  -
En l a  t a b l a  X I 1  se muest ran  l a s  a c t i v i d a d e s  de a d e n i l  
c i c l a s a  medidas e n  p r e s e n c i a  de ng2+. Se o b s e r v d  que s61o en l a s  
mezclas de i n c u b a c i d n  en  10s que h a b f a  membranas de N.crassa, 
cepa s a l v a j e  y e x t r a c t o s  e n  d a t e r g e n t e  de e r i t r o c i t o  hub0 a c t i -  
v i d a d  y ademds L s t a  e r a  e s t i m u l a d a  p o r  10s d i s t i n t o s  e f e c t o r e s .  
E s t e  compor tamiento  no se m a n i f e s t 6  cuando se emplearon p r e p a r a -  
c i o n e s  s o l u b l e s  de c i c l a s a  de N.crassa n i  de t e s t f c u l o .  Tampoco 
e x i s t i 6  r e c o n s t i t u c i 6 n  cuando se  w t i l i z a r o n  membranas de N.crassa 
de l a  mu tan te  c r - 1  o  membranss de N.crassa, cepa s a l v a j e ,  p r e v i a -  
mente c a l e n t a d a  a  100°C d u r a n t e  5 m i n u t o s .  
Es to  s u g i e r e  que l a  r e c o n s t i t u c i d n  r e q u e r e  d e l  e n t o r -  
no l i p i d i c o  de l a  membrana para que.sea e f e c t i v a .  
E l  exper imen t0  r e a l i z a d o  con l a  mu tan te  d e s c a r t a  l a  
p o s i  b i  1  i d a d  de a p a r i c i b n  de a c t i v i d a d  de aden i  1 c i  c l  asa dependien-  
t e  de ng2+,  deb ido  a una r e a c t i v a c i b n  d e l  componente c a t a l f t i c o  
( C )  d e l  e r i t r o c i t o  a1 l n t e r a c t u a r  con un s o p o r t e  membranoso ( 2 3 8 ) .  
Un pun to  muy i e p o r t a n t e  que se debe a c l a r a r ,  es e l  
I L 1 - 1 . - 8  
1 ,  ,+,cv:i b* : 
I ACTIV~~N DE ADENIL CICLASA 
I (pm1 /mi n/mg de protefna) COMPONENTES Ebl LA MEZCLA 
: I  BASAL ISOPROTERENOL FLUORURO 
S ISTEMA B IOLOGI CO + GPP(NH)P - C - R N MEMBRANA 
Membranas N. Crassa 
Cepa StL74 1 ,9 1,6 1.5 + - -  + 
1 
- I 1 
Membranas N . Crassa I 
C r -  1 
-
I I 
I 
. 095 IDS4 
Membranas N. Crassa 
Cepa StL74, calentadas 0,3 0.3 
Adenil Ciclasa 
Soluble N.Crassa 1 1 8  1 1,4 
I I  Adeni 1 Ciclasa , 
Soluble Testfculo' 093 ; 0,5 
Extracto en detergente 
de E r i  t r o c i  t o  0 ,3 0 93 
k b r a n a s  N .Crassa 
, Cepa StL74 + 
Extracto en detergente 
de E r i  t r o c i  t o  3 ,o 19 ,o 
Hembranas N . Crassa 
Cr-1 + Extracto en de- 
- 
tergente de ' E r i  t h c i  t o  0,5 0 -4 
Membranas N. Crassa 
Cepa StL74, calentadas + 
Extracto en detergente 
de E r i t r o c i t o  0,3 0 93 
Adeni 1 C i  clasa 
Soluble N.Crassa + 
Extracto en detergente 
de E r i t r o c i t o  , 1 ,8 1,s 
Adeni 1 C i  c l  asa 
Soluble Testfculo + 
Extracto en Detergente 
de E r i t r o c i t o  , 0.4 0,s 0 ,4 + + +  - 
Tabla X I I .  Requerimientos~ para l a  obtencldn de un sistema de reconstituci6n efec- 
t ivo.  Las mezctas de reaccidn de membranas de N.crassa, StL74, membranas de 
N.c~assa, cr-1, ex t r rc to  en colato de e r f  t roc l t os  tratados con toxina del cblera, 
aderlil c ic lasa soluble de N.crassa o ~ d e n i l  c ic lasa soluble de testfculo, t ienen 
85, 86, 75, 300 o 190 ug de protefna mspectlvamente. Los ensayos se real izaron 
en presencia de M$+. La conc ntracignes de lsoproterenol , GppNHp y f luoruro % 1 en las  mezclas fueron 10- , 10' y 10' M respectivamente. 
origen de 10s receptores  P - a ~ r e n 6 r ~ i c o s .  Es d e c i r ,  s i  10s 
efec tos  obtenidos son product0 de uniones e spec f f i cas  a1 verda- 
dero recep to r ,  o  s i  son  debido a uniones no e s p e c f f i c a s  a  l a  mem- 
brana. Para e l l o  se  midi6 l a  unibn (:'bindingM) del ( - )  C ~ H ]  dehi- 
droalprenolol  a  membranas de e r i t r o c i t o  y de Neurospora y a  ex- 
t r a c t o s  en de tergentes .  El b i n d i n g  especff ico  solamente s e  obser- 
v6 en l a s  preparaciones provenientes de e r i t r o c i t o  ( f i g u r a  31) .  
V-3. Variaci6n de l a  ac t iv idad  enzimdtica en e l  sistema recons- 
t i t u i d o  en presencia de diversos e fec to res .  
.-. 
E n  l a  f igura  32 y 33 s e  muestran l a s  var iac iones  de l a  
ac t iv idad  de l a  adenil  c i c l a s a ,  con e l  tiempo, en 10s s is temas 
recons t i tu idos  a  p a r t i r  de membranas de N.crassa y ex t rac tos  en 
cola to  de membranas de e r i t r o c i t o  de pavo no t r a t a d a s  y t r a t a d a s  
con toxina del c 6 l e r a ,  respectivamente. Las velocidades de reac-  
ci6n fueron proporcionales a1 tiempo d e  incubacibn- 
m . I., I 
E n  e l  sistema recons t i tu fdo ,  en e l  que s e  u t i l i z a r o n  
ex t rac tos  provenientes de membranas no t r a t a d a s  con tox ina ,  10s 
e fec tos  e s t imula to r ios  s e  observaron con i soproterenol  mas Gpp(NH)p 
o fJuoruro.  En.el  sistema que fue t r a t a d o  con tox ina ,  l a  ac t iv idad  
enzimdtica fue comparativamente mayor y  ademds e l  G p p ( N H ) p  estimu- 
16 en ausencia de i soproterenol .  
.L , ,  - 
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V-4. Variaci6n de l a  ac t iv idad  enzimdtica del sistema recons t i -  
tu ido  por l a s  d i f e r e n t e s  concentraciones de e x t r a c t o  en 
co la to  u t i l i z a d o s  en e l  ensayo. 
Las var iac iones  de ac t iv idad  enzimdtica del sistema 
recons t i  tufdo fue  medido a n t e  10s d i f e r e n t e s  e fec to res  , como 
una funci6n de l a  concentracibn de e x t r a c t o  en co la to .  
Figura 31. W i d a  del "binding* de (-) c3tf] dehldroalprenolol a -branas 
de er i trocita de pavo, a extractos en detergente de 10s mis- 
mos y a N.crassa. I I '  I - 
- 
Figura 32. Medida de l a  a c t i v i d l d  de adenil c ic lasa en funci6n del  tiempo, en 
. ' un sistema reconstitufdo pue contiene membranas de N. crassa StL 74 (215 pg de 
, protefna) y un extract0 en colato de tnembranas de e r i t r o c i t o  no tratadas con 
toxina del c6lera (125 ~ ( g  de protefna). Las mezclas fuemn suplementadas con: 
( r )  nada; (a) Gpp(N )p  10-6~; (m) I s o p q e r e n o l  10%; (a) Isoproterenol mas 4 Gpp(NH)p, ambos 10' 6 (4) F l u o m  10- M. L - 
I .  I En l a  f i g u r a  34 se pueden o b s e r v a r  , l o s  r e s u l t a d o s  ex- 
p e r i m e n t a l e s .  Se ve que en p r e s e n c i a  de i s o p r o t e r e n o l  mds Gpp(NH)p 1 
o  f l u o r u r o ,  a1 aementar l a  c o n c e n t r a c i d n  de e x t r a c t o ,  e l  s i s tema 1 
t i e n d e  a  s a t u r a r s e ,  n i e n t r a s  gue l a  a c t i v i d a d  b a s a l  ,man t iene  su I 
" .  p r o p o r c i o n a l i d a d  con e l  aunento  de e x t r a c t o .  t -A 
L '  -- ' .  
II I 
- 
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V-5. E f e c t o  d e l  isop ' r .o tereno1 y e l  f l ~ o r u r o  en e l  s i s t e m a  recons-  
t i t u f d o  en  p r e s e n c i a  Be Opp(NH)p. . . I 't , :  
En l a  f i g u r a  35 se mues t ran  l a s  v a r i a c i o n e s  de l a  a c t i -  
. 
>. r ' 
. . 
I .  
. . I .- kinutos 
I I ' I  I '  : 3 I -  
- I 
- I ,  j~ I!8 ,. 
Figura 33. lledida de ladact iv idad & adenll ciclasa en funcidn 
en un sistema reconstitufdo que contiene membranas de #. crassa S t  L 
(230 pg de protefna) y un extract0 en colato (125 pg d e a )  prev 
t e  tratados con toxina del cblera. LO-E sjnrBolos son similares que en 1 
f igura 31. 
I 
I -  1 
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v i d a d  de a d e n i l  c i c l a s a  en 
p r e s e n c i a  de Gpp(NH)p ~ o - ' M ,  cono una f u n c i b n  d  e  l a  
c i d n  de i s o p r o t e r e n o l .  La e h t i r u l a c i d n  r e s u l t 6  s e r  s a t u r a b l e ,  
a lcanzando l a  m i t a d  de l a  nSxim a s t i n u l a c i d n  a s  10 .~1  de i s o p r o -  
t e r e n o l .  Es tos  r e s u l t a d o s  concuerdan con 10s o b t e n i d o s  p o r  1 
Aurbach y c o l  aboradore; (239) en marbranas de e r i  t r o c i  t o  d q p a v o .  
En l a  f i g u r a  36 sa observan l a s  v a r i a c i o n e s  de a c t i v i -  
dad d e l  s i s t e m a  r e c o n s t i t u f d o  en f unc ibn '  d e l  f l u o r u r o .  Es tos  
Ext  rocto 1pg prot.1 
. z -  I . , A - 1  ,-yq$;-& . I >  - a 
.I ' I I - 
- I 
~ i g u r a  34. Actividad de adenil rr m funci6n de l a  cor;'c'entracidn de . . - 
. 
, I .-A . extract0 en colato d r a m s  de er i t roc i to .  Condiciones " 5 I _ y s f m b o l o s , v e r f i g u r a ~ .  - I - .  - .. . , - r.l 
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Figura 35. Actlvidad dei adenil ciclasa en un sistema reconstitufdo corn fun- 
cidn de l a  concentracidn de Isoproterenol . Membranas de N.crassa 
S t  L 74 (215 pg de protrfna) re mezclaron 'con extract0 e w  
(120 pg de protefna) de nabranas de e r i t roc i to  nq tratadas con 
toxina. La mezcla se s~lplcnentd con Gpp(NH)p 10' . 
A I I . . .  . I 
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Fiqura 36. ~ h i i v i d a d  de adanil c ic l r ra  en un sistema reconstitufdo coma fun- 
cidn de l a  concentnd& de fl wruro. Hembranas de N.erassa S t  L74 
(250 pg de protefna) se mezclaron con extract0 de c-0 pg  de 
pmtefna) de abranas b cri trocfto no tratadas con toxina. 
. '  
. incrementos ocasionados por e l  i 6 n  son s i m i l a r e s  a 10s obtenidos 
., - - para  e l  sistema de a d e n i l  c l c l a s a  de hlgado (240 ) .  
V-6. R e c o n s t i t u c i d n  de l a  h ~ t i v i d a d  de a d e n l l  c i c l a s a  depen- 
d i e n t e  de ng2+ en meabranas de N. c r a s s a  u t i l S z a n d o  ex-  
t r a c t o s  de membranas de e r i t r o c i t o  p r e t r a t a d a s  con t o x i -  
na d e l  c b l e r a  y [l4c]!l4~. 
- . G d -  ,.! 1. 
.- 
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Para c o n f i r m a r  que l a  r e c o n s t i t u c i d n  se l l e v d  a  ca-  
bo a  t r a v 6 s  de l a  i n t e r a c c i d n  d e l  componente N, p r o v e n i e n t e  
de l a s  membranas de e r i t r o c i t ! ~ ,  con  e l  componente C de l a s  mem- 
branas  de N.crassa; se t r a t a ~ o n  l a s  membranas de e r i t r o c i t o  
14 :on t o x i n a  d e l  c b l e r a  y [ CJHAD, t a 1  como se d e s c r i b e  en e l  
3pa r tado  X I I I - 2  de " M a t e r i a l e s  y Mbtodos".  De e s t a  manera, 
p o r  ADP r i b o s i l a c i 6 n  ( a p a r t a d o  I 1  de I n t r o d u c c i d n )  se "marca" 
con 14c e l  compononte N. P o s t e r i o r m a n t e  se  s o l u b i l i z d  con d i -  
g i t o n i n a ,  l a  c u a l  i n a c t i v a  e l  componente C. Obten ido  un e x t r a c -  
t o  con d i g i t o n i n a ,  se l o  c r o m a t o g r a f i d  en una columna de U l t r a -  
g e l  AcA34, v e r  a p a r t a d o  X I V - 3 ,  de " M a t e r i a l e s  y M6todosU. E l  
p e r f i l  de e l u c i d n  de l a  columna puede o b s e r v a r s e  en l a  f i g u r a  
37, en  e l  c u a l  e l ' p i c o  de r a d i o a c t i v i d a d  se u b i c d  en un  peso 
m o l e c u l a r  c o r r e s p o n d i e n t e  a 30-35.000D. Cada una de l a s  f r a c -  
c i o n e s  se  r e c o n s t i t u y d  con mambranas de N.crassa y se m i d i 6  
a c t i v i d a d  en  p r e s e n c i a  de ng2+. Las f r a c c i o n e s  en l a s  que se 
e n c o n t r d  a c t i v i d a d  enz imsq ica ,  c o i n c i d i e r o n  con l a  r a d i o a c t i -  
v i d a d ,  de manera t a l  que se puede d e c i r  que l a  r e c o n s t i t u c i d n  
d e l  s i s t e m a  se l l e v a  a  cab0 e n t r e  e l  componente N de e r i t r o c i -  
t o  y l a  u n i d a d  c a t a l f t i c a  de N.crassa. 
En e s t e  a p a r t a d o  sa demuestra que l a s  membranas de 
l a  cepa s a l v a j e  de N .c rassa ,~son  capaces de i n t e r a c c i o n a r  con 
componentes r e g u l a t o r l o s  p r o y e n i e n t e s  de e x t r a c t o s  e n  d e t e r g e n -  
t e s  de membranas de e r i t r o c f  t o s  de pavo. 
- ,,-.* ,, . . 8 7,.n7 % , ,, ' 
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-. ' <'SV 1 ,-, 
.#. . ;, .. , .- - 
I 
r - 
I - 
ri ' I '  
Figura 37. Perfil de eluci6n dr crolltograffa en Ui  tmgel AcA 34 de un 
extracto en digitmine 81 1% de nabranaf4de er i  trocito, previ a- 
mente tratadas con Wxina del cdlera y [ CJNAD. 
(a),  radioactivldad; I (0) .  actividad de adenil ciclasa en presen- 
cia de MgZ+. 
Las flechas indiean 16 pooicidn de las proternas marcadoras: BD, 
dzul de dextrano; C,  atalasa; M, malato deshidrogenasa y Cc, 
citocrorno C.' 
. . 
Como r e s u l t a d o  de $a1 i n t e r a c c i b n ,  se r e c o n s t i t u y e  
e l  s i s tema de l a  a d e n i l  c i c l q s a ,  e l  c u a l  es c a t a l f t i c a m e n t e  
a c t i v o  en p r e s e n c i a  dc ng2+ 1 es a c t i v a d o  p o r  Gpp(NH)p mds 
I s o p r o t e r e n o l  o  f l u o r u r o  o p o r  t o x i n a  d e l  c 6 l e r a .  
Es i m p o r t a n t e  de'ste-car que, pa ra  o b t e n e r  un s i s t e m a  
i 
f unc iona lmen te  a c t i v o ,  se  r e q u i e r e :  1) una e n t i d a d  c a t a l  i t i  ca, 
dada p o r  l a s  membranas de N. c rassa ,  cepa s a l v a j e ;  2 )  un r e c e p -  
t o r  y una e n t i d a d  r e g u l a t o r i * ,  que se  h a l l a n  en 10s e x t r a c t o s  
en d e t e r g e n t e s  de membranas t$e e r i t r o c i t o  y 3)  membranas. Las 
membranas de N.crassa, c a t a l  t l i c a m e n t e  i n a c t i v a s  , t a l e s  como 
l a s  de mu tan te  c r - 1  o  membrahas c a l e n t a d a s  no son capaces de  
b r i n d a r  un s i s t e m a  r e c o n s t i t w i ' d o  a c t i v o .  E s t o  e s t d  i n d i c a n d o  
que l a  r e c o n s t i t u c i 6 n  es una consecuenc~ ia  de l a  i n t e r a c c i b n  
e n t r e  l a  a d e n i l  c i c l a s a  de N.crassa y a lgunos  componentes e x i s -  
t e n t e s  en  10s e x t r a c t o s  en d e t e r g e n t e s  y no una r e a c t i v a c i b n  
de l a  a c t i v i d a d  e n z i m d t i c a  de t a l e s  e x t r a c t o s ,  p o r  causas t a -  
l e s  como l a  i n t e r a c c i 6 n  con 10s l f p i d o s  de l a  membrana. E s t a  
i i l t i m a  p o s i b i l i d a d  ha s i d o  a n a l i z a d a  r e c i e n t e m e n t e  p o r  Hebdon 
y c o l  aboradores  ( 2 3 8 ) .  
Es tos  exper imen tos  ponen bdemls en  e v i d e n c i a  que 
l a s  membranas son un componente fundamenta l  en l a  r e c o n s t i t u -  
c i b n ,  y a  que p r e p a r a c i o n e s  d@ a d e n i l  c i c l a s a  s o l u b l e  de N.cra- 
ssa y de t e s t f c u l o  de rata ,  no r e c o n s t i t u y e n  un s i s t e m a  a c t i -  
-
V O .  
O t r o  p u n t o  a  c o n s i d e r a r  es, l a  r e s p u e s t a  hormonal 
en  e l  s i s t e m a  r e c o n s t i t u f d o .  Po r  exper imen tos  de " b i n d i n g :  se  
demostrb que 10s r e c e p t o r e s  (? - a d r c n & r g i  cos son p r o p o r c i o n a d o s  
p o r  10s e x t r a c t o s  y no p o r  l a  nembrana de N.crassa. En l a  l i t e -  
r a t u r a  e x i s t e n  muchas e v i d e n c i a s  de 'que en o t r o s  s i s temas  ocu-  
r r e  l o  mismo (241)  (242).  . 
Se puede observar, ;  par o t r o  l ado ,  que e l  s is terna h e t e -  
r o l o g o  r e c o n s t i t u f d o  (Heurospora-Ave) m u e s t r a  una c u r v a  d o s i s -  
r e s p u e s t a  p a r a  i s o p r o t e r e n o l l  s f n r i l a r  a l a  que se o b t i e n e  en 
un s i s t e m a  h-om6logo como e s  ~1 de nenbranas .de  e r i t r o c i t o s  
av ia r ios  ( 2 4 1 ) .  
E n  10s s ts temas he tere logos ,  l a  formacien de u n  com- 
p le jo  t e r n a r i o ,  receptor-bJ-C, parece s e r  e s e n c i a l ,  s i  se  u t i l i -  
zan ex t rac tos  en de te rgen tes  de membranas no t r a t a d a s  con t o -  
xina del c6 le ra .  En caso de emplearse para l a  r econs t i tuc i6n  
membranas previamente t r a t a d a s  con l a  tox ina ,  parece que l a  
formacidn de u n  complejo b ina r io ,  N - C ,  es requerida para l a  
ac t ivac idn  enzimbtica.  
I I :I SegQn e l  modelo prupuesto por Cassel y Selinger  ( f i -  
g u r a  4 ) ,  l a  acci6n hormonal es  iwportante a  nivel  del recambio 
de G D P  por GTP en e l  componente r e g u l a t o r i o ,  de e s t a  manera 
favorece l a  reac t ivac i6n  del s i s tema,  Cuando l a s  membranas no 
son t r a t a d a s  con toxina del c b l e r a ,  l a  es t imulaci6n por e l  n u -  
c l e d t i d o  de guanosina, requiere  l a  presencia  del  i sopro te reno l .  
Esto s e  debe a  que e l  GDP u o t r o  nuclebt ido ,  s e  ha l lan  f u e r t e -  
mente unido a1 componente N y por e l l o  e s  necesar ia  l a  accidn 
hormonal para su recambio ( e f e c t o  he te ro t rbp ico  negat ivo) .  S i n  
embargo, s i  l a s  membranas son t r a t a d a s  con toxina del ce . le ra ,  
no s e  neces i t a  de l  e f e c t o  hormonal. Estos resul tados  ind ican ,  
que dicha toxifia ho sd lo  inhibe  l a J a c t i v i d a d  GTPbsica, s i n o  
t a m b i e n  favorece e l  recambio de nucledt idos del s i t i o  regula-  
t o r i o  del componente H. Hay que des taca r  que e l  mecanismo por 
e l  cual l a  hormona e j e r c e  su e f e c t o ,  debe s e r  d i f e r e n t e ,  pues 
e l  Isoproterenol  es, capaz de .es t imula r  l a  adeni l  c i c l a s a  en 
presencia  de Gpp(NH)p de aembranas p r e t r a t a d a s  con toxina del  
I 
VI. Experimentos de fus idn  e n t r e  meabranas de T . . c ruz i  y com- 
ponente r e g u l a t o r i o  de,l*@rbranas de hfgado de r a t a .  
f 
1 1  . Schramm (243)  d e n h t r d  que l a  adeni l  c i c l a s a  podfa 
ser inaeti-vada en c e l u l a s  l lntactar por t ra tamiento  N-eti lma- 
. ; j * J  :* J! ' . I  
L . .. .,? ..&.%>4 I 1 1 -  L Y  r 
l e i m i d a  (NEM), m i e n t r a s  10s r e c e p t o r e s  de c a t e c o l a m i n a s  perma- 
n e c i a n  i n t a c t o s .  P o s t e r i o r m e n t e  e s t o s  r e c e p t o r e s  p u d i e r o n  s e r  
acoplados a  l a  a d e n i l  c i c l a s a  de o t r a s  c e l u l a s ,  med ian te  l a  
f u s i d n  mediada p o r  v i r u s  Sendai. En forma s i m i l a r  se l o g r 6  
t r a n s f e r i r  e l  r e c e p t o r  de p r o s t a g l a n d i n a  El ( 2 4 4 ) .  Estos  expe-  
r i m e n t o s  c o n f i r m a r o n  que 10s r e c e p t o r e s  hormonales e x i s t e n  en 
l a  membrana c e l u l a r  como e n t i d a d e s  i n d e p e n d i e n t e s  de l a  a d e n i l  
L C _  c i c l a s a .  
I : 
I - Actua lmente ,  se  ha dejado de l a d o  l a  u t i l i z a c i d n  d e l  
v i r u s  Sendai p a r a  f u s i o n a r  y en s u  reemplazo se emplea e l  PEG, 
cuyo empleo ha s i d o  e x i t o s o  en exper imen tos  de t r a s f e r e n c i a  
de d i f e r e n t e s  t i p o s  de r e c e p t o r e s  l u e g o  de operado e l  fenbme- 
no de f u s i 6 n  de membranas ( 2 4 5 ) .  
En e s t e  a p q r t a d o  se mues t ran  10s r e s u l t a d o s  o b t e n i -  
dos a1 t r a n s f e r i r  r e c e p t o r  de g lucag6n  de membranas de h f g a d o  
p u r i f i c a d a s  a  membranas de T. c r u z i ,  l a s  c u a l e s  poseen una ac-  
t i v i d a d  de a d e n i l  c i c l a s a  i n s e n s i b l e  a hormonas. 
Los d e t a l l e s  e x p e r i m e n t a l e s  f u e r o n  d e s a r r o l l a d o s  en 
l a  s e c c i 6 n  X V I  de " M a t e r i a l e s  y Mbtodos" .  E l  esquema segu ido  
en  e l  p r o c e d i m i e n t o  se mues t ra  en l a  f i g u r a  2 2 .  
VI- 1. A c t i v i d a d  de a d e n i l  c i c l a s a  en  p r e p a r a c i o n e s  de T . c r u z i  
e  h i g a d o  de r a t a .  
En l a  t a b l a  X I 1 1  se pueden o b s e r v a r  l a s  a c t i v i d a d e s  
e n z i m d t i c a s  de l a s  membranas de h igado,  t r a t a d a s  o  no con NEM 
I .  
y de membranas de T . c r u z i  y e l  c o r r e s p o n d i e n t e  e x t r a c t 0  en 
d i g i t o n i n a .  
Las membranas de h fgado  p r e s e n t a r o n  en p r e s e n c i a  de 
ng2+ una r e s p u e s t a  a p r e d a b l a  a1  g lucagdn  y mils a6n a1 f l u o r u -  
r o .  Por  e l  c o n t r a r i o ,  no se o b s e r v d  a c t i v i d a d  de a d e n i l  c i c l a -  
sa en l a s  membranas t r a t a d a s  con NEM. En l a s  membranas de 
ADICIONES 
ACTIVIDAD ADENIL CICLASA ( ~ g * * )  
COMWTES pmoles/min/mg. prot. 
Membratta N-R C Basal Glucag6n F- 
Membranas de hfgado , + + + 
, .. '-= b:;, 
Membranas de hfaado-NEM + + - 
" 
Membranas de T.cruzi - 
Extracto en d i g i  ton i  na 
I 
de T: cruzi  ,, 
Membranas de T.cruzi + 
Membranas de hfgado-HEM + + + 
Extracto en d i  g i  ton i  na 
de T.cruzi + Membranas 
de h i  gado-NEM. - t 
1 
I 
Tabla X I I I .  Actividades de adeni c l c l n a ,  medldas en presencia dc M ~ ~ + .  
Las mezclas de reacc de manbranas de higado, membranas de 
hfgado tratadas con membranas de T.cruzi o extract0 en 
d i  g i  tonlna de aabrrl)as de T. cruz i  , c m n  429, 250, 270 
y 130 ug de pmtefna !respec-e. Las concentracion~s de 
g l  utag6n. Pp(NH)p y l f luoruro an l s s  mezclas fueron 
. 10' y 10' respectluamente. , ,. 
Mernbranas 1 H i g 0 d 0 I H i g ~ d ~ ~ ~ ~ ~ T f i p ~ n O ~ O m ~  
I :  
n r  
125 Figura 38. Medida del *bindlngw 1 [I Jglucag6n a las membranas de h i -  
gad0 de rata,  membra  de T.cruzi y su correspondiente extrac- 
t o  en digitonina. El desplazamiento se hizo con glucag6n " f r io"  
I. s r u z i  o  su  e x t r a c t 0  e n  d l g / f t o n l n a  no se obse rve  e s t i m u l a c i d n  
p o r  g lucagdn o  f l u o r u r o .  Cua o  se  f u s i o n a r o n  ambos t i p o s  de 
membranas se o b t u v o  una e s t i  l a c j d n  c o n s i d e r a b l e  en p r e s e n c i a  
de g lucagbn  mds Gpp(NH)p o o r u r o .  S i n  embargo e s t o s  e f e c t o s  
no se l o g r a r o n  reemplazando membranas de T . c r u z i  p o r  e x t r a c -  
t o s  en d i g i t o n i n a  de l a s  mlfi@s. E s t o  e s t d  i n d i c a n d o  e l  reque-  
r i m i e n t o  de ambas membra l a  t r a n s f e r e n c i a  e f e c t i v a  d e l  
, , 
r e c e p t o r .  3 d <  ~ , g  , ;gab: . 
Schramm (216)  c n c o j t r d  que s u  s i s t e m a  no s o l o  r e q u i e -  
r e  de dos t i p o s  de membranas'/ s i n o  tambiCn l a  p r e s e n c i a  en e l  
medio de r e a c c i d n  de f o s f o l f i i d o s .  En 10s exper imen tos  de es -  
t e  a u t o r  l a  a d i c i 6 n  de 10s f b s f o l f p i ~ , d o s  r e s u l t 6  s e r  i m p o r t a n -  
t e ,  pues n e j o r 6  l a  e f i c i e n c ~ ~  dc l a  f u s i 6 n  e n t r e  membranas 
de h igado  y c e l u l a s  d e  l a  e r l t r o l e u c e m i a  de F r i e n d .  
En e l  s i s t e m a  que he d i s c u t e  en e s t e  apa r tado ,  l a  
p r e s e n c i  a de f o s , f o l  f p i d o  no b o d i f  i c d  10s r e s u l  t a d o s  expuestos  . 
Para d e s t a c a r  p o s i b t e  r e a c t i v a c i d n  de l a  a c t i v i d a d  
aden i  1  c i c l a s a  p o r  p a r t e  de $ a s  I membranas de h fgado,  se r e a l i -  
z a r o n  f u s i o n e s  e n t r e  l a s  m i ,  p e r 0  en n ingOn momento se de-  
t e c t 6  a c t i v i d a d  mayor que tab que e l l a s  p o s e f a n  p rev iamen te  
a l a  f u s i 6 n  ( r e s u l t a d o s  no I I 
Tambi tn  se de que l a  respues -  
t a  p r o d u c i d a  p o r  e l  g l u c a g d  an e l  s i s t e m a  h e t e r d l o g o  f u e r a  
d e b i d o  a  un e f e c t o  i n e s p e c f  f! fca.  Para e l l o  se  m i d i 6  e l  " b i n d i n g "  
d e l  g lucagdn  a  l a s  menbranas! de- T . c r u z i .  Como se puede o b s e r -  
v a r  en l a  f i g u r a  38, l a  u n i d n  de l a  hormona r a d i o a c t i v a  a  l a s  
membranas de T . c r u z i  c s  muy Ibaja y no es d e s p l a z a b l e  p o r  exce-  
so de hormona f r f a .  E s t o  i n 4 i c r r f a  pue l a  r e s p u e s t a  d e l  s i s t e -  
ma a1 g lucag6n,  es d e b i d a  a : l o t  r e c a p t o r e s  e s p e c f f i c o s  e x i s t e n -  
t e s  en l a s  membranas de hfpddo. 
1 
- .  
- I . 
B: 'I!g VI-2. V a r i a c i b n  de l a  a c t f v i d s d  enz im i4 t i ca  en  l a s  membranas 
u t i l i z a d a s  y e n  e l  s i s t e m a  r e c o n s t i t u f d o ,  e n  p r e s e n c i a  
- 
de d i v e r s o s  e f e c t o r e s .  ' 
----- 
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a En l a  f i g u r a  39 se  m u e s t r a  l a  a c t i v i d a d  de a d e n i l  
- 
c i c l a s a  en f u n c i d n  d e l  t i empo ,  en l a s  membranas de h i g a d o  y 
de T . c r u z i .  En e l  p r i m e r  casq, se m i d i 6  l a  a c t i v i d a d  b a s a l  
o  en p r e s e n c i a  de g l u c a g 6 n  m/s Gpp(NH)p o  f l u o r u r o ,  m i e n t r a s  
que en l a s  o t r a s  membranas l a s  a c t i v i d a d e s  f u e r o n  med idas  c o n  
Mn2+ y con  Mg2+. Como puede o b s a r v a r s e ,  Jas membranas de h i g a -  
do  t u v i e r o n  una r e s p u e s t a  proportional a1 t i e m p o  no s61o e n  
s u  a c t i v i d a d  b a s a l  s i n 0  t a m b i g n  e n  p r e s e n c i a  de 10s d i f e r e n t e s  
e f e c t o r e s .  En c u a n t o  a  l a s  msmbranas de  T . c r u z i  se  puede v e r  
sue  l a  a c t i v i d a d  con  Mg2+es aprox imadamente  e l  0,5% de l a  me- 
d i d a  c o n  ~ n * + .  E s t o s  r e s u l t a d o s  e s t a n  de  a c u e r d o  con  l a  l i t e -  
r a t u r a  e  i n d i c a n  que no se puede d e s c a r t a r  l a  p r e s e n c i a  de u n  
componente r e g u l a t o r i o  ( N )  r e s p o n s a b l e  d e  esa  a c t i v i d a d  depen-  
d i e ~ t e  de En caso  de s e r  a f i r m a t i v o ,  d i c h a  p r o t e f n a  de -  
be s e r  b a s t a n t e  r u d i m e n t a r i a  pues e l  p o r c e n t a j e  de a c t i v i d a d  
es muy b a j o ,  ademds de no p r e s e n t a r  v a r i a c i o n e s  p o r  e l  a g r e g a -  
do de d i f e r e n t e s  e f e c t o r e s .  En l a  f i g u r a  40 se pueden d b s e r v a r  
l a s  a c t i v i d a d e s  en  10s s i s t e a a s  o r i g i n a d o s  p o r  l a  f u s i 6 n  de 
membranas de h f g a d o  y T . c r u z i .  Las mismas r e s u l t a r o n  p r o p o r c i o -  
n a l e s  a1  t i e m p o  d,e ensayo, no s61o e n  c u a n t o  a  l a  a c t i v i d a d  
b a s a l ,  s i n o  t a m b i d n  cuando se l e  a g r e g 6  f l u o r u r o  o  g l u c a g d n  
m6s Gpp(NH)p. De l a  misma manera se  c o m p o r t 6  e l  s i s t e m a ,  cuan -  
do  se  u t i l i z a r o n  membranas de h f g a d o  p r e t r a t a d a s  con  t o x i n a  
d e l  c b l e r a .  En e s t e  caso, s f n  embargo, 10s n i v e l e s  de a c t i v i -  
dad a l canzados  f u e r o n  mayores ( f igura 40').  
., . 
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M i n u t o s  
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Membrana de 
Minutos 
- 
. ,  
;is;ra 39. ~ed;da de l a  ac t lv lch l~  da adenil ciclasa, en funcidn del tiempo, 
. 
: en manbranas ds hf$aq de r a t a  y en membranas de T.cruzi (270 pg -. 
, I  " ' de protefna). 
I, I 
.L Las mezclas de para las membranas de hfgado, fueron 
. . .  . 
- - sup ementadas (u) , glucagdn miis Gpp(NH)p, ambos 
; r l  - b 10' M o (A), 
11. LPS manbranas medidas en presencia de (8) 
I ' 1  ~ n 2 +  o (a) 
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Figura 40. lledida de l a  activldad de adenil ciclasa, en funcidn del tiempo, 
en e l  sistema originasfo pur fusidn de nembranas de L c r u z i  y 
de hfgado. Los sfrnbol* y..contIiciones son sirnilares a 10s de l a  
f igura39 .  . .. 
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Figura 401 M l d a  de l a  a c t i v i d q  de adenll c ic l isa ,  an funcidn del tiempo 
en e l  sisteaa or igin o pop furl6n de inembranas de T.cruzi y de 
I hfgado tratadas con xina del cblera. Lor s f m b o l o s ~ i c i o -  
I nes son sirnilares 
a Jos de l a  figura 39. 
VI-3. Efec to  de l  i d n  f l u o r u r o  en e l  s i s tema o r i q i n a d o  por 
f u s i b n .  
.. . . . 
- , . .  - .  I 
I l l  - 
E n  l a  f i g u r a  den v e r  l a s  v a r i a c i o n e s  de l a  
a c t i v i d a d  de adeni 1  c i c l a s a  ,cotno un,a funcidn de l a  concen t ra -  
c i6n  de f l u o r u r o ;  e l  s i s t ema  t i e n d e  a  s a t u r a r s e  a  una concen- 
t r a c i d n  de anidn igua l  a  10pnM. - '  . - 
.I! 5- - 
. . * .  - 4  L .  
.:#+ .A . b 
VI-4. Efec to  de l  glucagdn en , e l  s i s t ema  o r i g i n a d o  por fu s idn  
I 
en p re senc i a  de Gpp(NHlp. 
I 
Las v a r i a c i o n e s  de a c t i v i d a d  enz ima t i ca  de l  s i s t ema  
fueron -medidas en p re senc i a  . de  ' G ~ ~ ( N H ) ~  ~ o - ~ H ,  c m  una funci6n 
de l a  concen t rac idn  de glucagdn. En l a  f i g u r a  42  s e  muestra 
e l  comportamiento de l  s i s t e m a ,  e l  cual  e s  s a t u r a b l e  y a l c s n z a  
l a  tnitad de l a  est imulacidnmbwima a  1 0 0 ~ ~  de glucagdn. 
Los experimentos d e s a r r o l l a d o s  en e s t a  secc i6n  per -  
miten demostrar  que mediante l a  fu s i6n  de membranas de d i f e r e n -  
t e s  o r fgenes  como son l a s  d e  hfgado d e  r a t a  y T . c r u z i ,  se pro- 
duce l a  i n t e r a c c i d n  de componentes p r o t e i c o s  p r e s e n t e s  en 10s  
d i f e r e n t e s  s o p o r t e s .  Es d e c i r ,  l a  d i f u s i 6 n  l a t e r a l  a  t r a v 6 s  
de l a s  membranas, permite  que e s t a s  s e  complementen y asf  e s  
que e l  r e c e p t o r  de glucag6ni  y e l  componente r e g u l a t o r i o  pro-  
ven i en t e  de l a s  membranas de hfgado in t e r ac tDan  con l a  s u b u n i -  
dad c a t a l f t i c a  de T . c ruz i ,  c o n f i r i 6 n d o l e  a  1a.enzima l a s  c a r a c -  
' t e r f s t i c a s  de una a d e n i l  c i i l a r a  s e n s i b l e  a  hormonas. 
Los t r a b a j o  de tikri y Schramm (246)  e n f a t i z a r o n  e l  
concept0  de quc 10s r e c s p t p r e s  y e l  componente N pueden mover- 
se  sob re  e l  plano de l a  mewbrana, g r a c i a s  a l a  f l u i d e z  de l a  
misma, i n t e r ac tuando  a s f  cbh e l  componente c a t a l f t i c o .  
1 , p i -  
r l a  
fun- 
1 -  Glucagon (MI 
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Fi  gura 42. Act i v i  dad st- o r i  gtnaao Par 
furi6n de d r a m s  da T.cruzi y de hfgado, c a o  uru funcidn 
de l a  concentracidn de ' B n .  Hedida en presencf a de 
, 
I 
I .  
Como se puede r p r e d i a r  e n  10s  d i f e r e n t e s  exper imen-  
t o s ,  10s n i v e l e s  de a c t i v l d a q  de a d e n i l  c i c l a s a ,  en  el  s i s t e -  
ma o r i g i n a d o  p o r  f u s i b n ,  sqp pan no tab lemen te  10s de l a s  mem- 
branas de  h fgado.  E s t o  ert'w i n d i e a n d o  que l a s  menbranas de 
T .c ruz i  o f r e c e n  l a  s fs terna u q , g r a n  nbmero de subunidades c a t a -  
I i t i c a s .  Por  t a n t o  en h f g r d q  :la a c t i v i d a d  e s t a r f a  l i m i  t ada  p o r  
l a  o f e r t a  de C y p o r  l a  de  $& f s c t o r e s  r e g u l a t o r i o s .  Los r e -  
s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en  e l  op&i tado a n t e - r i o r  y en Qste, c o n s t i -  
t u y e n  l a  p r i m e r a  e v i d e n c i a  dd qua l a  a d e n i l  c i c l a s a  de un o r -  
g a n i s m ~  e u c a r i o t e  i n f e r i o r  e l  capaz de r e c o n o c e r  componentes 
r e g u l  adores d e l  s i s t e m a  a d e n j l  . c i c l a s a  de v e r t e b r a d o s .  E r t o  
p o d r i a  i n d i c a r  que e v o l u t i v a  e n t e  l a  subun idad  c a t a l f t i c a  de 
l a  a d e n i l  c i c l a s a  f u e  a d i c i o  ! ando componentes r e g u l a d o r e s ,  man- 
t e n l e n d o s e  l a  e n t i d a d  c a t a l  f d i c a  s l n  v a r i a c i o n e s  i m p o r t a n t e s .  
En e s t e  s e n t i d o  es n o t a b l e  1 4  s i m i l i t u d  e n t r e  l a s  subun idades 
c a t a l i t i c a s  d i  e u c a r i o t e r  s u j c r i o r e s  y l a  e n z i n a  de ~ . c r a s i a .  
V I I .  Ant icuer .pos m o n o c l o n a l e ~  p ~ r a  a d e n i l  c i c l a s a  de N.crassa.  
i 
Los a n t i c u e r p o s  m o ' ~ e c l o n a l e r  p r e s e n t a n  c i e r t a r  c a r a c -  
t e r i s t i c a s  r e s p e c t o  de 10s que f a v o r e c e n  s u  u t i  - 
l i z a c i d n  e x p e r i m e n t a l .  En l a s  v e n t a j a s  en 1s u t i -  
l i z a c i d n  de 10s p r i n e r o s  p u ~ ~ e  r a s u m i r s e  como s i g u e :  
i 
! 
- Los t i t u l o s  son genera lmepte  a l t o s .  
1 
- La f u e n t e  de o b t e n c i d n  da/- a n t l c u e r p o s  es i l i m i t a d a .  
? 
- Los a n t i c u e r p o s  son 'homaqbneor, aungue e l  a n t f g e n o  u t i l  i z a -  
do e n  l a  inmun i .zac i6n  es e  b a j a  pureza.  1 
u c l  r ,  e n -  un  nuevo 
p: . . 
7 . . 
., 
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an ima l ,  l a  combinac idn  de h n t i c u e r p o s  p rev iamen te  o b t e n i d a  
( 2 1 7 ) .  Hecho que es p r o p i o  de 10s a n t i c u e r p o s  p o l i c l o n a l e s .  
La o b t e n c i d n  de an t : i cuerpos  monoc lona les  c o n t r a  l a  
a d e n i l  c i c l a s a  de Neurospora ,& rassa ,  se r e a l i z d  como se espe- 
c i f i c 6  en  e l  a p a r t a d o  X V I I  d; " H a t e r i a l e s  y  M6todos" .  
Luego de haber  t r a m c u r r i d o  aproximadamente un mes 
de l a  f u s i 6 n ,  se ensayaron lois medios de c u l t i v o  de 10s h i b r i -  
domas, p a r a  comprobar s i  e s t k b a n  o  no s e c r e t a n d o  inmunoglobu-  
l i n a s ,  p o s t e r i o r  a l a  p o s i t i y i d a d  de e s t e  ensayo, pa ra  l u e g o  
d e t e r m i n a r  s i  a lgunos de e s t a s  a n t i c u e r p o s  s e c r e t a d o s  r e a c c i o -  
naban con l a  aden i  1  c i c l a s a  d s p e c f f i c a m e n t e .  Como se puede v e r  
en l a  t a b l a  X I V  en 10s d i f e r e n t e s  c l o n e s  ensayados se t u v i e -  
r o n  d i s t i n t o s  p o r c e n t a j e s  de i n h i b i c i b n  de l a  a c t i v i d a d  e n z i -  
m d t i c a  r e s p e c t o  d e l  c o n t r o l  c o r r e s p o n d i e n t e .  La mayor ia  de 10s 
medios ensayados p r o d u j e r o n  i n h i b i c i o n e s  d e l  7 a1 22% de l a  
a c t i v i d a d .  S i n  embargo, 10s n e d i o s  p roceden tes  de 10s l l amados  
c l o n  2, 12, 30, 90 y  9 1  i n h i b i e r o n  l a  a d e n i l  c i c l a s a  e n t r e  
49-58%. 
E l  medio p r o v e n i e n t e  d e l  c l o n  90, o r i g i n 6  l a  mdxfma 
i n h i b i c i 6 n ,  p o r  t a l  m o t i v o  f u e  s e l e c c f o n a d o  p a r a  su r e c l o n a j e  
p o r  d i l u c i d n  l i m i t e  y p a r a  r e a l i z a r  10s e x p e r i m e n t o s  que se 
d e s c r i b e n  a  c o n t i n u a c i b n .  . a 
E l  e f e c t o  i n h i b i t o r i o  d e l  c l o n  s e l e c c i o n a d o  f u e  au- 
mentando p a u l a t i v a m e n t e  desdp un 58% . h a s t a  1  l e g a r  a1 100%. 
Como se puede obsebvar  en l a  f i g u r a  43A, e l  medio 
d e l  c l o n  90 o r i g i n 6  u n  e f e c t b  i n h i  b i t o r i o  d o s i s - d e p e n d i e n t e ;  
es d e c i r  que aumentando l a  c lan t idad de medio p r e s e n t e  en e l  
ensayo, se a l c a n z 6  h a s t a  u n  #OX de i n h i b i c i d n  de l a  a c t i v i d a d  
e n z i m d t i c a .  Ademds, e s t e  e t e k t o  f u e  aumentando a  medida que 
se i nc remen taba  e l  t i e a p o  dt$ p r e i n c u b a c i d n  d e l  medio con l a  
p reparac i t5n  de a d e n i l  c i c l a g o ;  e s t e  compor tamfento  se m u e s t r a  
ACTIVIDAD DE 
' - TIEMPO DE ADENIL CICLASA INHIBICION 
MEDIO VOLUMEN (ul  ) PREINCUBACION (mi n) ( pmol /mi n/mg . prot . ) (%) 
-- 
Clon 2 
Clon 12 
' Clon 30 
Clon 90 
Clon 91 
I - 
Clon 6 
y : . -  I Clon 22 
I: 
. I I  
~l on 82 
Control 
Nada 
Tabla X I V .  Inhibicidn producida pbr dlferentes clones sobre l a  actividad 
- ,de adenil ciclasa de . Las condiciones del ensayo son 
' . a  las  indicadas en e l  
. . -  
0 
. I 
C 
-
Medio del Clon 90 (pl) 
.. 
Tiempo de preincuboGn (min) 
Fiqura 43. Variacidn de l a  inhibicidn de l a  actividad de adenil ciclasa 
de W.crassa, con e l  a w n t o  de l a  cantidad de d i o  del clon 
. . 90 prese,nte en e l  enrayo (A) y en funcidn del ti- de pre- 
/I incubacidn de la nezclai (8) .  
20 p1 de l a  prepraci6o amldtica se preincuban con cantidades 
variables & anticuerpo dwantc la mlnutos a 22.C o 20 pl de 
ryi=j l a  preparadbn a m i d t i u  se pretncubaron con 30 pl de medi o , 
durantc ti- variables a 2Z0E. Posterionmtc, en 1 a mezcla 
-- se determid l a  activi&lsd enzidt ica. 
en l a  f igura  43B, en l a  cual s e  ve que alcanza una inhib ic idn  
maxima a 10s 180 minu tos  de preincubacibn. 
Para d e s c a r t a r  todh pos ib i l idad  de que s e  deba a  una 
i n h i  bici6n i n e s p e c f f i c a ,  sel p r e t r a t 6  e l  medio proveniente del 
clon 90 con an t i sue ro  de r a t @  producido en conejo.  Se puede 
observar en l a  t a b l a  x v  que e l  e f e c t o  i n h i b i t o r i o  desaparece.  
Estos resul  tados , sugiergn que e l  e f e c t o  i n h i  b i  t o r i o  
del clon 90 es  realmente debfdo a  una reaccidn antfgeno-ant i -  
cuerpo y descar ta  l a  e x i s t e a c l a  de u n  e f e c t o  inespec i f i co  del 
medio. I 
Se probd adembs, e l  e f e c t o  del  ant icuerpo sobre ade- 
n i l  c i c l a s a s  de o t r o s  s i s t e n a s ,  dependientes de Mn2+,  a  sabe r ;  
Mucor rouxi i  y Trypanosoma c r u z i ,  asociadas a  membranas; &- 
rospora y t e s t f c u l o  de r a t a ,  ambas s o l u b l e ~ ,  como as; tambign 
l a  adenil  c i c l a s a  asociada a'membranas de e r i t r o c i k o  de pavo, 
dependiente de M g 2 + .  En l a  t a b l a  XVI s e  observaron inhib ic iones  
va r i ab les  en l a  ac t iv idad  enizimdtica proveniente de organismos 
euca r io tes  i n f e r i o r e s  pero no en l a s  preoaraciones enzimdticas 
de t e s t f c u l o  de r a t a  o  e r i t r , o c i t o  de pavo. 
Este ant icuerpo s e  c a r a c t e r i z 6  por inmunoelectrofo- 
r e s i s ,  u t i l i zando  10s antisuleros correspondientes  a  l a s  d i f e -  
ren tes  c l a s e s  de inmunoglobulinas, 10s d e t a l l e s  experimentales 
fueron especi f lcados  en e l  alpartado XVI I -8  de "Materiales y 
Mgtodos". E n  l a  f igurq  44 se puede observar  l a  inmunoelectro- 
f o r e s i s  u t i l i zando  como an t i sue ro  a n t i  Ig G de rat6n.  En e s t a s  . . 
condiciones s e  observd una banda de p rec ip i t ac idn  bnica. 
Segbn 10s resul tados  ' a n t e r i o r e s ,  s e  procedid a pur i -  
f i c a r  l a  inmunoglobulina segQn e l  protocolo de puri f i cac i6n  
correspondiente a  una inmwnaglobulina del  t i p 0  6. Util izando 
como fuente  de ant icuerpo e ?  medio de c u l t i v o ,  s e  r e a l i z 6  una 
prec ip i tac ibn  a1 50% ( P / V )  con solucidn saturada de S 0 4 ( N H 4 ) 2 .  
Posteriormente,  se  d i a l i z d  re rb rd  en una columna de DEAE- 
celu losa  l a  cual s e  equi. l lbr6 d e  manera t a l ,  que l a s  Ig G per- 
) .  -- I I 4! + ,  Actividad de . m ,  'r' Ttempo de adeni 1 ciclasa Inhi bi  ci Bn 
Medio Vol men. (11 ) preinc!Jbacldn (min) pmol/min/mg. prot. 
I 
Control " 20 14 
Clon 90 ( trata-  
do con suero equivale 
de conejo an- 
t i  -ratbn) 20 
Clon 90 ( trata-  
doconsuero equivale 
normal de ra- 20 180 
tbn) I 
Tabla XV.  Resultado sobre la inhibicidn de la  actividad de adenil ciclasa de 
N.crassa despuds de t rd ta r  el  medio del clon 90 con suero de ratdn, 
conteniendo o no suero , de conejo anti-ratbn. 
100 pl de medio fuemn tratados con 50 p l  de suero rat6n di  luido 
1:5 (V/V) en TBS-BSA, ri$s 100yl de TBS-BSA, conteniendo o no, 14 pg/ 1 
m l  de suem de conejo )Mi-ratdn (Cappel). Las rnezclas s e  mantuvie- 
ron por 18 hs a 4 O C .  5) centrifugamn y a 50 pl de sobrenadante (equival ente a 20 p1 &l medio original ) s e  determi nd e l  efecto i n -  
h i  b i  torio sobre l a  adsr$il ciclasa. I 
col  an.  
En l a  f i g u r a  45 se muestra e l  p e r f i l  de e l u c i 6 n  de 
l a  colurnna. En  forma p a r a l e l a  se p u r i f i c b  medio c o n t r o l .  E l  
g r d f i c o  muestra que e l  p ico de  absorvanc ia  a 280 n m  cor respon-  
d i e n t e  a l a  inmunoglobulina la6naclonal c o i n c i d e  con e l  p ic0 
de mayor i n h i b i c i b n .  Esas f r a c c i o n e s  s e  u t i l i z a r o n  para d e t e r -  
minar dependencia de c o n c e n t ~ a c i d n  y t iempo. El comportamien- 
t o  d e  a n t i c u e r p o  se dernuestra en 10s g r d f i c o s  d e  l a  f i g u r a  46 
en l a  cual  se ve  que con concent rac iones  mfnimas de a n t i c u e r -  
po p u r i f i c a d o  s e  l og ra  un 80% de i n h i b i c i d n  de l a  a c t i v i d a d  
de aden i l  c i c l a s a .  E l  experfnrento que u t i l i z b  un medio c o n t r o l  
no i nd i cd  l a  p resenc ia  de ura inmunoglobulina con a c t i v i d a d  
i n h i b i t o r i a .  
FUENTE 
BIOLOGICA 
A ~ T V I D A D  DE ADEHIL CICLASA 
'.(pmoles/lllin/mg.prot. ) INHIBICION 
PREPARACION Medis Control Medio Clon 90 
$. , d l - -  Be - 
*&-t 
- 1 I - 
& I . ; .  
E r i t r o c i t o  .' - - "I  ' 
de pavo  ant asmas 29,3 
(Membranas ) 
I .  
Testfculo de Extracto crudo 7 2 
ra ta  (soluble) DEAE-celulosa 32 9 0  
Bi  o-Gel 235 ,O 
Trypanosoma 
cruzi  Sediment0 de 
(Membranas ) 105.000 xg 815 ,O 
Mucor rouxi i Extracto crudo 47,l 
Neurospora 
crassa (soluble) B i  o-Gel 536 ,O 
- I <. r'jiK 
-i 
' 1  Neurospora . 
crassa Sedimento de 
(Membranas ) 105 .OOO xg 36 ,O 
Tabla X V I .  Efecto del  medio do c u l t i v o  del c lon  90 sobre l a  act iv idad de 
adenil c ic lasa de una p r l e d a d  de fuentes y preparaciones. 
20 pl  de cada preparaeldn enz i lb t l ca  se pre i  ncubamn con 30 p 1  
de medio, durante 180 &inutos a 2Z°C. Pos te r iomnte  en l a  mez- 
c l a  se determind l a  act iv idad a n z i d t i c a .  
I 
'I 
Fi gura 44. Inmunoelectroforesis en soporte de agarosa. 
. . 
VII-1. Discusidn 
! I 
E n  e s t e  apar tado  se muestran ev idenc i a s  r e s p e c t o  d e  
l a  obtenci6n por primera verb de an t i cue rpos  monoclonales para 
l a  aden i l  c i c l a s a  de N A .  Por 10s experimentos aqu i  de- 
s a r r o l l a d o s ,  se puede i n f e r i k  que e l  an t i cue rpo  s e c r e t a d o  por 
e l  c lon  90 reconoce e l  s i t i o / a c t i v o ,  o  a1 menor reacc iona  con- 
t r a  algdn e p i t o p e  que de algwna manera e s t d  r e l ac ionado  con 
l a  a c t i v i d a d  de l a  enzima, yb s e a  manteniendo una conformacibn 
. I Froccidn 
Figura 45. Perf i l  de elucidn de una cromatograffa en DEAE-celulosa de 
un medio condicionado pop hi  bridana control (A) y de medio 
I del clan 90 (B). - 
I Antiwerpo purificodo lpl) 
Figura 46. Variacidn de l a  inhib ic idn de l a  actividad de adenil  c ic lasa de 
N.crassa por e l  anticuerpo del  c lon 90 en funcidn de cantidad de 
anticuerpo presente en e l  ensayo (A)  y en funci6n del tiempo de 
- 
, . 
preincubacidn de l a  mezcla (B) . Las condiciones del ensayo son 
l as  'indicadas en e l  texto  de l a  f igura  43. 
- 
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e s t e r i c a  determinada o  b r i nddndo le  una a f i n i d a d  o  a c c e s i b i l i -  
dad l a  s u s t r a t o  r espec to  de d fcho  s f t i o .  
En e s t e  'momento e l  c l o n  90 e s t a  s iendo  a m p l i f i c a d o ,  
para luego s e r  propagado en animales de exper imen tac i6n ,  para  
asegurar  a s f  una grqn c a n t i d a d  de a n t i c u e r p o  ( f i g u r a  1 5 ) .  
Este  a n t i c u e r p o  reconoce en forma v a r i a b l e  l a s  ade- 
n i l  c i c l a s a s  de organismos e u c a r i o t e s  i n f e r i o r e s ,  pe r0  no l a  
enzima de t e s t f c u l o  o  e r i t r o c i t o  de pavo. Este  reconoc im ien to  
tampoco se hace u t i l i z a n d o  un segundo a n t i c u e r p o  p r e c i p i t a n t e .  
Esto  s i  g n i f i c a  que e l  de te rm inan te  a n t i g g n i c o  de e u c a r i o t e s  i n -  
f e r i o r e s  no se encuent ra  en l a s  dos snzimas de e u c a r i o t e s  su- 
pe r f  o res  es tud f  adas'. 
VIII. A n t i  cuerpos monoclonates para  l a  adeni  1  c i c l a s a  de T . c ruz i  
La ob tenc idn  de an t i cue rpos  monoclonales para l a  ade- 
n i l  c i c l a s a  de T .c ruz i  se r e a l i z d  s i gu iendo  e l  mismo p ro toco-  
l o  u t i l i z a d o  para  N.crassa. 
Como se muestra en E a  t a b l a  xVII, l uego  de haber de- 
te rminado que 10s h f b r i d o s  @staban secre tando inmunoglobu l inas,  
se ensayd l a  e ' x i s t e n c i a  de un e f e c t o  i n h i b i t o r i o  de 10s medios 
sobre  l a  enzima. Se o b t u v i e r o n  d i f e r e n t e s  po rcen ta j es  de i n h i -  
b i c i d n  va r i ando  e n t r e  20 y 50% de l a  a c t i v i d a d  basa l ,  pe r0  hu- 
bo medios que e j e r c i e r o n  mayor e f e c t o ,  p o r  e jemplo  10s c lones  
11, 36 y 46 d i e r o n  un 5 5 ,  70 y 65% de i n h i b i c i b n ,  r e s p e c t i v a -  
mente. 
Ante es tos  r e s u l t a d o s a  se s e l e c c i o n 6  e l  c l o n  36 pa- 
r a  s e r  rec lonado  po r  d i l u c i b n  l f m i t e .  E l  medio p roven ien te  de 
e s t e  c l o n  provocd una i n h i b i c i b n  que f u e  p r o p o r c i o n a l  a  l a  can- 
t i d a d  d e l  mismo agregado a l a  mezcla de i ncubac ibn  y tamblen 
a1  t iempo de p re incubac fdn  como se muest ra  en l a  f i g u r a  47.  
I 
ACTIVIDAD DE 
TIEMPO DE ' ADENIL CICLASA INHIBICION 
ME010 VOLUMEN (pl  ) PREINCUBAYON (min) (pmol/min/mg.prot. ) (%I I 
I 
Clon 11 
Clon 23 20 
Clon 36 
Clon 46 
Clon 81 20 
Clon 5 20 
Clon 16 
Clon 30 20 
Clon 50 2 0 
Clon 73 20 
Control 
180 815 - Nada - 
Tabla X V I I .  Inhibicibn producida r diferentes clones sobre l a  actlvidad de 
de adeni 1 ciclasa de k .csassa. Las condiciones del ensayo son las 
indicadas en e l  texto, I 
Adembs, e l  e f e c t o  i n h - i b i t o r i o  se b loque6  a1 t r a t a r  
e l  medio con sue ro  de c o n e j o  a n t i - r a t b n ,  i n d i c a n d o  de e s t a  f o r -  
ma que e l  e f e c t o  i n h i b i t o r i ~  se  debe a  l a  p r e s e n c i a  de una i n -  
munog lobu l i na  ( t a b l a  X V I I I ) .  
Estos da tos  p e r m i t e n  i n f e r j r  que se o b t u v o  un a n t i -  
cuerpo que e j e r c e  una a c c i 6 n  i n h i b i t o r i a  sob re  l a  a d e n i l  c i c l a -  
sa de T . c r u z i .  A t r a v g s  de i n m u n o e l e c t r o f o r e s i s  y p o r  r e a c c i 6 n  
innrunoenzimt i t ica con 10s a n t i c u e r p o s '  e s p e c f f i c o s ,  se l o g r o  de- 
t e r m i n a r  que se t r a t a  de una i n m u n o g l o b u l i n a  de t i p 0  G2b, 10s 
d e t a l l e s  e x p e r i m e n t a l e s  se d e s a r r o l l a r o n  en  10s apa r tados  XVI I -5  
y XVI I -8  de " M a t e r i a l e s  y M6todosW. 
A1 i g u a l  que se h i z o  con e l  a n t i c u e r p o  p a r a  l a  a d e n i l  
c i c l a s a  de N.crassa, se  p robd  s i  e s t e  a n t i c u e r p o  d e r i v a d o  d e l  
c l o n  36 t e n f a  a l g d n  e f e c t o  s o b r e  a d e p i l  c i c l a s a s  de o t r o s  o r f -  
genes, t a n t o  s o l u b l e s  como asoc iados  a  membranas. En l a  t a b l a  
X I X  se pueden o b s e r v a r  10s r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s .  Se e n c o n t r a -  
r o n  d i f e r e n t e s  grados de i n h i b i c i d n  en enzimas p r o v e n i e n t e s  
de organismos e u c a r i o t e s  i n f e r i o r e s ,  p e r 0  no con enzimas de 
o r i g e n  b a c t e r i a n o  como E.col_i n i  con organismos e u c a r i o t e s  - L 
c - 4  
s u p e r i o r e s .  Es d e c i r  que e x i s t e  un c i e r t o  g rado de homologfa 
en  l a s  subunidades c a t a l f t i c r s  de l a s  enzimas p r o v e n i e n t e s  de 
e u c a r i o t e s  i n f e r i o r e s .  
Una v e r  o b t e n i d a  una c a n t i d a d  s u f i c i e n t e  de medio 
d01 c l o n  36, se p r o c e d i 6  a  s u  p u r i f i c a c f b n  t a l  como se e s p e c i -  
f i c 6  en e l  a p a r t a d o  XVI I -7  de " M a t e r i a l e s  y Mgtodos".  Luego 
de l a  p r e c i p i t s c i b n  con (NH4)2SOq, se r e a l i z d  una c romatogra-  
f f a  de i n t e r c a m b i o  i b n i c o  e n  columna de DEAE-celulosa. En l a  
f i g u r a  48 se puede v e r  e l  p e r f i l  de e l u c i 6 n  de l a  columna. 
Con e l  a n t i c u e r p o  p u r i f i c a d o  se t r a t d  de comprobar 
s i  segura manteniendo las c a r a c t e r f s t i c a s  , en cuan to  a compor- 
t a m i e n t o  en f u n c i b n  de1 t i empo  de p r e i n c u b a c i d n  y c o n c e n t r a c i d n  
d e l  mjsmo en e l  medio de r e a c c i b n .  En l a  f i g u r a  49 se mues t ra  
que l a s  prop iedades p rev iamen te  e s t a b l e c i d a s  en medios de c u l -  
t i v o  se mant ienen. - - 
I 
- 
- 
. - 
I . 
- I ' 
Medio del clon 36 
Tiempo de preincubation 
- I 
(min) 
- .  
t ' 
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Figura 47. Variacibn de la  inhibiclbn de l a  actividad de adenil ciclasa de 
T.cruzi con el aumento de la  cantidad & medio del clon 36 presente en el 
ensayo (A) y en funcidn del ti- de preincubaci6n de la mezcla (B).  20 pl 
de preparacidn enzidtica se preincuban con cantidades variables de mdi o 
durante 180 ainutos a 2 2 O C  (A) o 20 pl de l a  preparacidn enzidt ica se prein- 
cuban con 30 pl de medio durante tiempos variables a 22OC (B).  Posteriomente 
en la  mezcla se determind la  actividad enzidtica.  . . 
Vol men 
Ti- de 
p rc i  jcubacidn (Iwi n) adeni 1 c i  c l  asa pmol /mi n/mg . pro t  . 
a&- * 
q .  i 
nnt rnl 7 R  I80 -' 420 - 
* - 9  
r . ,  vv \ v .  r v r  
iero . equi val e  
- . ant i -  20 180 
ratbn) I I 1 I 
. 'I I I I l  Clon 36 ( t ra ta-  
do con suero equivale II - I 
normal de raten 20 , 180 - 80 81 
- 
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Tabla X V I I I .  Inhibic iBn de l a  act iv idad de adenil c ic lasa de T.cruzi despugs 
-1 
I I de t r a t a r  e l  medio del  c lon 36 con suero de rat6n conteniendo 
- I 
. . o  no suero de conejo anti-ratbn. Las condiciones se especifican 
' en - e l  texto de l a  tab la XV. 
- 
- I . .  
! 
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Una vez con f i rmada  l a  a c t i v i d a d  i n m u n o l 6 g i c a  d e l  an- 
t i c u e r p o  se l o  a c o p l 6  a  Sefarosa-4B,  p rev iamen te  a c t i v a d a  con 
BrCN ( a p a r t a d o  V de " M a t e r i a l e s  y  MBtodos"). 
VIII-I. P u r i f i c a c i b n  de l a  a d e n i l  c i c l a s a  de T . c r u z i  p o r  inmu- 
" n o a f i  n idad .  
I - 
1 . I  
I '  
I I -  
I - La p r e p a r a c i d n  denominada H e x i l a m i n o - s e f a r o s a  f u e  
sembrada y r e c i c l a d a  p o r  una columna de a n t i c u e r p o - s e f a r o s a .  
Luego de un e x h a u s t i v o  l a v a d o  f u e  e l u i d a  p o r  un i n c r e m e n t 0  d e l  
pH. La f i g u r a  50 mues t ra  e l  p e r f i l  dc  l a  columna. 
Como puede v e r s e  en l a  t a b l a  X X ,  e l  G l t i m o  paso de 
p u r i f i c a c i d n  p e r m i t i 6  o b t e n t r  una p r e p a r a c f Q n  de a d e n i l  c i c l a -  
sa cuya a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  f u e  263 veces mayor que l a  o r i g i -  
n a l  p r e s e n t e  en e l  SlO5. En f o n a  p a r a l e l a .  como c o n t r o l  y en 
i g u a l d a d  de c o n d i c i o n e s ,  se c r o m a t o g r a f i d  l a  p r e p a r a c i d n  de 
ACTIVIDAD OE ADENIL CICLASA 
FUENTE (~Q Io~~$ /R I~~ /~~~PW ) . INHIBICION 
BIOLOGICA PREPARAC I ON Medio Control W i o  Clon 36 (%) 
T .cruzi pptado. 
(Membranas) 105.000 x g 
. - . . 
I ' 8  . 
N.crassa Hexi lami no- 
(soluble) sefarosa 
N. crassa pptado. 
(Manbranas) 105.000 x g 
Mucor rouxi i  Extractg crudo 
E. co l i  Extract0 crud0 1 120 
- ! 
Testfculo 
de rata 
(sol uble) 
Sobrenadante 
105.000 x g 
Higado de 
rata 
(Membranas) Puri ficadas 
. - P 
:- 113: 
Er i t roc i to  I . - 
de pavo ' I .  
(Membranas) Fan taws  
Tabla 
-
XIX.  Efecto del a d i o  da su l t i va  d.1 clon 36 sobre l a  activldad de ade- 
-
n i  1 ciclasa en una variedad de fuentes y preparaciones . 
Las condiciones se eswci f ican en el texto de l a  tabla X V I .  I 
. - 
. - . . 
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: II. 
Fraccidn 
Fisura 48. Perf i  1 de e l  ucidn de una cramatograffa en DEAE-cel ulosa de medio 
condicionado wr hibridomas del  clon 36. . ,, . 
1 I (o ) ,  actividad de adenil ciclasa; (a ) ,  protefna. 
a~ Anti~uerpo purif icado(p1) 
Tiempo de preincubaci6 n 
(minutes) 
Figura 49. Variacibn de l a  inhiblc!&n de l a  actividad de l a  adenil ciclasa de 
T.cruzi por e l  a n t i c w p 0  de1 clon 36 purificado en funci6n de l a  
m d  de anticwrpo V e n t e  .n e l  ensayo (A) y en funcidn del 
ti- de preincubaci6a de la mezcla (B) . Las condiciones del ensa- 
yo son las indicadas n, e l  texto de l a  figura 43. 1 
m L 
. . 
: ill:' ' I .  I 
;'!,' :, 
8 -: 1 
. ' L  . 8 
Tr ittilamina (pH: 1171 
I '  
Fl  gura 50. ~ e r f i l  'de el ucibn de la  adeni 1 ci clasa de T.cruzi en una col unna 
crmtogrllfi ca de anticuerpo-sefarosa . ~ascdndrciones se detal 1 an 
I 
en el apartado 
(a), actividad de adentl clclasa; (4) , proteins. 
hexilami no-sefarosa, en una dolumna cuya m a t r i z  f u e  s b l o  s e f a -  
rosa .  En base a  10s d a t o s  ob$enidos, se c a l c u l 6  un f a c t o r  de 
i n a c t i v a c i 6 n  de l a  enzima de 8,4 veces. De t a l  modo, hac iendo 
l a  correccidn adecuada se t i e n a  una p u r i f i c a c i d n  de 2.216 veces. 
VIII-2. E l e c t r o f o r e s i s  a n a l f t i c a  en  g e l  de p o l i a c r i  lamida.  
En l a  f i g u r a  51, se  mues t ra  un g e l  a n a l f t i c o  en  
S D S - p o l i a c r i l a m i d a ,  t e f i i d o  con AgN03, c o r r e s p o n d i e n t e  a l a  f r a c -  
c i 6 n  o b t e n i d a  despugs de l a  c r o m a t o g r a f f a  en a n t i c u e r p o - s e f a r o -  
sa. Puede a p r e c i a r s e  una banda m a y o r i t a r i a ,  c o r r e s p o n d i e n t e  
a  un peso m o l e c u l a r  de 50.0000 y o t r a s  dos de 45.0000 y 
40.0000, cuya i n t e n s i d a d  f u e  menor. Para c o n f i r m a r  l a  p o s i  b i  1  i - 
dad de que e l  p o l i p d p t i d o  de mayor peso m o l e c u l a r  e s t u v i e s e  aso-  
c i a d o  a  l a  a c t i v i d a d  a n t i g e n l c a  de l a  a d e n i l  c i c l a s a ,  se r e a -  
l i z 6  una t r a n s f e r e n c i a  de d l c h a s  p r o t e f n a s  a  pape l  de n i t r o c e -  
l u l o s a  y p o s t e r i o r m e n t e  se l a s  d e t e c t 6  inmuno log icamente  u t i l i -  
zando e l  a n t i c u e r p o  monoc lona l ,  segQn se d e s c r i b e  a  c o n t i n u a -  
c i b n .  
VIII-3. E l e c t r o t r a n s f e r e n c i a  de aden i  1  c i c l a s a  e i nmunoprec i -  
c i p i t a c i d n  " i n  s i t u "  con  a n t i c u e r p o s  e s p e c f f i c o s .  
Una mues t ra  s i m i l a r  a  l a  que se t i n 6  con AgN03, se  
t r a n s f i r i 6  a  pape l  de n i t r o c e l u l o s a  y  en 61 se d e s a r r o l l 6  l a  
t g c n i c a  de inmunoperox idasa,  t a l  cono se  e s p e c i f i c a  en  e l  a p a r -  
t a d 0  X V I I - 9  de " M a t e r i a l e s  y M4todos". Aparece una banda de 
i n m u n o p r e c i p i t a c i 6 n  e s p e c f f i c a  que c o i n c i d e  con u n  peso mole-  
c u l a r  de 55.000~' .  En l a  f igurdr  52 se puede o b s e r v a r  t a l  r e s u l -  
t a d o .  
Figura 51. 
.,;: 1- I 
Electroforesis anal f t i c a  en gel de SDS-poliacri lamida (10% P/V) 
1. Extracto crudo; 2. Fraccibn hexi 1 ami no-sefarosa; 3. Fracci dn 
ant i  cuerpo-sefarosa; Mr. P.rotef nas marcadoras. 
Phb= Fosforilasa b; BSA* Seroal b h f n a  bovi na; OVA= Ovoal bdni na; 
CA= Anhidrasa carbbnica; 571. Inhibidor de t r ipslna de soja. 
I) Eluido de la ~alumna ant icuerpo-  sefarosa 
2)Transferencia e inrnuno .preci p i  t a c i d n  "in situv 
3)Cont rol 
Fiqura 52. Electrotransferencia de l a  adentl ciclasa de T.cruzi e i m n o -  
preci p i  tacidn 'Ii n sf tl)" con e l  ant i  cuerpo m o n m  coorespon- 
d i  ente. Abrevi aturas , : t ver F i  gura 51. Ji 
7 - I) I .- 
,.;: I,.! I . -:.I 
'I: 
. .' 
! 
Actividad de a n 1 1  ciclasa 
Protefna Total hpec f f iea  Recuperaci dn Puri f i cacidn 
Fraccidn 'mg) (pmollmin) (pbl/min/mg) (veces ) 
Hexilamino- 
sefarosa 2 1 5.891 280,52 
z 
Anticue.rbo - ' 
sefarosa 1 : 0,01 
Tabla XX. Puri f fcaci6n de l a  adenll cfc lasa de 1. cruzi .  
Los datos corresponden a l a  f raccidn m e p a r a d a  a p a r t i r  de 
un extract0 solubi l izado de 5 gr. de eb fhs t igo tes .  
Las e v i d e n c i a s  p resen fadas  permi  t e n  i n f e r i r  que l a  
banda de 55.000D observada e n  10s g e l e s  de p o l i a c r i l a m i d a  de 
l a  p r e p a r a c i d n  de a d e n i l  c i c l a s a ,  es l a  p o r t a d o r a  de l a  a c t i -  
v i d a d  a n t i g e n i c a  de l a  enzima y e s t a r f a  asoc iada  con l a  a c t i -  
v i d a d  de l a  misma.  
En e l  p r e s e n t e  apak tado sc  d e s c r i b i b  l a  o b t e n c i 6 n  
de a n t i c u e r p o s  monoc lona les  EQnt ra  l a  a d e n i l  c i c l a s a  de 
T. c r u z i ,  que j u n t o  con 10s u b t e n l d o s  c o n t r a  l a  enzima de 
N. c r a s s a  son 10s + p r i w r o s  '. --, ides Para e s t e  t i p 0  de ~ r o t e f -  , -  , 
8 .  
.. L' ' V - F  . -  I- 
,.*. a&xq#pf++ --. - $ . 
nas. . . LL 4-- . 
Dent ro  de l a s  ent l raas i m p l i c a d a s  en  e l  metaboli-smo 
de 10s n u c l e 6 t i d o s  c f c l i c o s ,  se he B e s c r i p t o  l a  o b t e n c i 6 n  de 
an t i cue rpos  monoclonales para l a  guani l  c i c l a s a  ( 2 4 8 )  y l a  f o s -  
f o d i e s t e r a s a  ( 2 4 9 ) .  En n i n g u n ~  de lo$  dos casos  e l  a n t i c u e r p o  
parece reconocer  e l  s i t i o  a c t l v o .  En e s t a  t e s i s  s e  d e s a r r o l l a  
l a  obtenci6n de an t i cue rpos  monoclonales para l a s  a d e n i l  c i c l a -  
s a s  de T.cruzi  y N.crassa que a l t e r a n  l a  a c t i v i d a d  enz imbt ica .  
Dichos an t i cue rpos  podrfan reeonocer  e p i t o p e s  p e r t e n e c i e n t e s  
a1 s i t i o  a c t i v o  o no. Esta  Q l t ima  p o s i b i l i d a d  no s e  puede des -  
c a r t a r ,  ya que e l  determinant ,@ a n t i g i n i c o  s e  puede s i t u a r  en 
u n  l u g a r ,  que a1 u n i r s e  a 61,  provoque u n  cambio conformacio- 
nal que a l t e r e  l a  a c t i v i d a d  enz imbt ica .  
A 1  i gua l  que e l  c lon  90, e l  c lon  36 e s t d  s i endo  am- 
p l i f i c a d o  para poder s e r  inyec tado  en r a t 6 n  ( f i g u r a  1 5 ) .  
El reconocimiento ,  por p a r t e  d e l  a n t i c u e r p o ,  de l  d e -  
t e rminan te  an t igCnico  en manor o mayor grado en l a  enzima de 
d i f e r e n t e s  e u c a r i o t e s  i n f e r i o r e s  s u g i e r e n  l a  e x i s t e n c j a  de 
c i e r t a  semejanza,  ya s e a  en l a  s ecuenc i ac idn  de aminobcidos 
o de conformaci6n e s t r u c t u r a l  e n t r e  10s misrnos. 
E l  hecho de que e s t o s  a n t i c u e r p o s  no i n t e r ac t i i en  con 
l a  enzima de organismos s u p e r f o r e s ,  no permite  c o n c l u i r  que 
l a s  mol6culas p r o t e i c a s  sean realmente  muy d i s t i n t a s .  E l  a n t i -  
cuerpo monoclonal posee una c a r a c t e r f s t i c a  muy p a r t i c u l a r ,  l a  
e s p e c i f i c i d a d .  De rnanera t a l  que,  e l  reconocimiento  s e  r e a l i -  
za en u n  ' l l ocus"  determinado de l a  mol6cula,  que puede s e r  r e -  
conocido o no y s e r  mds o menos a c c e s i b l e  a l a  uni6n debido 
a su ubicac idn  en e l  dominio t o t a l  de l a  mol6cula.  
E l  a n t i  cuerpo monoclonal produci do t i  ene impor tan tes  
a p l i c a c i o n e s  en e l  e s t u d i o  d e  l a  a d e n i l  c i c l a s a .  Entre  l ss  ven- 
t a j a s  que podrfan d e s t a c a r s e  en cuan to  a su  u t i l i z a c i d n ,  pue-  
den se f ia la r se  l a s  s i g u i e n t e s :  
1. Permitir l a  p u r i f i c a c i d n  por inmunoafinidad d e  e s t a s  y o t r a s  
enzimas a l a s  c u a l e s  recoaorca .  
2. U t i l i z a r  e l  a n t i c u e r p o  en l a  d e t e c c i d n  " i n  v i v o "  de l a  u b i -  
c a c i d n  de l a  enzima. 
3. P e r m i t i r  l a  c a r a c t e r i z a c t p n  de domin ios  m o l e c u l a r e s  d e t e r -  
minados, r e c o n o c i d o s  g o r  $1 a n t i c u e r p o .  
4. A i s l a r  e l  RNA mensa jero  que c o d i f i c a  pa ra  l a  enzima, median-  
t e  l a  p r e c i p i t a c i d n  de po l i somas  donde se  e s t d  s i n t e t i z a n d o  
l a  misma. 1 . - r  - ,  ,:, *.,-. <., . 
'i ,' ' . . r ' + . . -  , < k  
a L&=~. \ I '  .-& *$=. --** : . *
L. I* < . .  
r i b e  p o r  p r i n e r a  vez, l a  p u r i -  
f i c a c i 6 n  p a r c i a l  de 2.200 veces de una a d e n i l  c i c l a s a  a s o c i a d a  
a  membranas med ian te  l a  u t l l i z a c i 6 n  de un a n t i c u e r p o  monoc lona l .  
E l  m o t i v o  p o r  e l  c u a l  es d i f f c i l  de l o g r a r  una p u r i -  
f i c a c i 6 n  r a z o n a b l e  se debe a t r i b u i r  a  l o  s i g u i e n t e :  
- I , .;? -14 1. 
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1. En c a s i  t o d o s  10s t e j i . d o s ,  l a  c i c l a s a  es una enzima de mem- I 
I brana  y su  p u r i f i c a c l d n  r a q u i e r e  que 10s p r o c e d i m i e n t o s  de 
I! f r a c c i o n a m i e n t o  sean l l e v a d o s  a  cabo en p r e s e n c i a  de d e t e r -  
-#'  gen tes .  
. I 
2. La a c t i v i d a d  e n z i m d t i c a  es extremadamente l d b i l .  n I n  v i t r o "  
, #  y a t e m p e r a t u r a  ambiente  p r a s e n t a  una v i d a  media de m i n u t o s .  
I 
3. La enzima probab lemente  r a p r e s e n t e  menos de un 0,005% de  
I I: l a  p r o t e i n a  t o t a l  de l a  mernbrana., I 
E x i s t e n  e n  l a  l i t e r a t u r a  c i e n t f f i c a  muy pocos t r a b a j o s  eon r e -  
s u l t a d o s  e x i t o s o s  en  l o  que r e s p e c t a  a  p u r i f i c a c i d n  de a d e n i l  
c i c l a s a .  Q u i z d s  10s d n i c o s  t r a b a j o s  comple tos  h a s t a  el  presen-  1 
t e  sean l a  p u r i f i c a c i d n  de l a s  c i c l a s a s  " s o l u b l e s "  de B r e v i b a c -  1 
t e r i u m  1 i q u e f a c i e n s  ( 2 5 0 ) .  t s s t f ' c u l o  de r a t a  ( 1 7 3 )  y Neurospora  
c r a s s a  (236 ) .  
Las e v i d e n c i a s  p resen tadas  en  10s a p a r t a d o s  VII-2 y 
VII-3 de e s t a  s e c c i b n ,  mues t ran  una c o r r e l a c i d n  s a t i s f a c t o r i a  
que i n d i c a r i a  que u n  po l ipgp t ido  con u n  pesa molecu la r  aparen-  
t e  de 55.000D podrfa formar p a r t e  de l a  e s t r u c t u r a  de l a  e n z i -  
ma. SegOn 10s  c d l c u l o s  r e a l i q a d o s  a  p a r t i r  de 10s pardmetros 
hidrodindmicos,  l a  aden i l  c i c l a s a  de T .  c r u z i  t e n d r i a  u n  peso 6 
molecular  de 139.000D, e s t o  s u g i e r e  l a  p o s i b i l i d a d  de que e s t a  
enzima s e a  una p ro t e fna  d imgr ica .  

I V .  CONCLUSIONES. 
1. La aden i l  c i i l a s a  de T .  e r u z i  es una enzima fuer temente  
asoc iada  a  membrana, l a  cual  se obtuvo en forma s o l u b l e ,  median- 
t e  l a  u t i l i z a c i d n  en e l  tampbn de  e x t r a c c i d n  de d e t e r g e n t e  y 
a l t a  fue rza  i b n i c a .  
2 .  La enzima p re sen t a  u n  punto i s o e l 6 c t r i c o  de 6 ,2  unidades.  
Se c a l c u l a r o n  10s pardmetros molecu la res  e  hidrodinbmicos de 
l a  misma por medio de f i l t r a c i o n e s  e n . g e 1  y u l t r a c e n t r i f u g a c i o -  
nes en g r a d i e n t e s  de s a c a r o s a ,  r e a l i z a d a s  en H20 y D 2 0  Los r e -  
s u l t a d o s  i nd i ca ron  que t i e n e  una c o e f i c i e n c i a  de sedimentacidn 
en H20 de 6.25 y 5,05 en D20, u n  r a d l o  de S tokes  de 5.65 nm; 
u n  volumen e s p e c f f i c o  p a r c i a l  de 0,83 m l / g  y u n  peso molecu la r  
r e l a t i v o  de 117.000D. Es te  d l t imo d a t o ,  j u n t o  con e l  c a l c u l a d o  I 
d' 
en g e l e s  de SDS-poliacri lamida de l a  enzima parc ia lmente  p u r i -  
f i c a d a ,  s u g i e r e n  para l a  misma una e s t r u c t u r a  d imer i ca ,  c o n s t i -  
t u i d a  por dos subunidades de 55.000D de yeso molecular .  
3. La aden i l  c i c l a s a  de T .  cruzi e s  capaz de i n t e r a c c i o n a r  
' con componentes r egu lado re s  de l  s i s t ema  a d e n i l  c i c l a s a  de mem- g, - % <  branas  de hlgado codformando un s i s t ema  con l a s  mismas p rop ie -  
I I ,  dades que e l  de organismos e u c a r i o t e s  s u p e r i o r e s .  Esto s u g i e r e  
l a  e x i s t e n c i a  de s i m i l i t u d  e n t r e  l a  c i c l a s a  de Trypanosoma y 
l a  subunidad c a t a l f t i c a  d e  e u c a r i o t e s  s u p e r i o r e s .  
4.  Se ob tuv ie ron  a n t i c u e r p o s  monoclonales para  l a  aden i l  c i -  
c l a s a  de T .  c r u z i ,  ca,paces dg i n h i b i r  l a  a c t i v i d a d  enz ima t i ca .  
1 1  8 ' ! ! ' I 
5. E l  an t i cue rpo  monoclonal reacc iona  con o t r a s  aden i l  c i c l a -  
s a s  de e u c a r i o t e s  i ' n f e r i o r e s .  per0  no con enzima p roven ien t e  
{ 
6 .  La enzima f u e  parcia1mak:e puri f i c a d a  por inmunoafi nidad 
y s e  logrd  ob t ene r  2 .200  $cc$!s mbs pura que e l  e x t r a c t 0  d e l  
cual  se p a r t i d  
7 .  Se ob tuv ie ron  an t icuerp&s  monoclonales para  l a  aden i l  
c i c l a s a  de N .  c r a s s a ,  capacss  de i n h i b i r  no s d l o  su  a c t i v i d a d  
enz imd t i ca ,  s i n 0  tambien l a $  de otPos e u c a r i o t e s  i n f e r i o r e s .  
No o c u r r i 6  l o  mismo con l a s  ;adeni l  c i c l a s a s  de organismos eu- 
c a r i o t e s  s u p e r i o r e s .  
7; 1,:m; 
- 1  I-, - I '  - ,  2 . 
8. Con l a  aden i l  c i c l a s a  d e  N.  c r a s s a  s e  l 0 g r 6  ob t ene r  un s i s -  
tema s e n s i b l e  a  hormonas, mediante l a  r e c o n s t i t u c i d n  con el 
componente regul  a t o r i o .  de e r i t r o c i t o  de pavo. Estos  r e s u l t a d o s  
sug i e r en  que debe e x i s t i r  un'a e s t r e c h a  r e l a c i d n  e n t r e  l a  ade- 
n i l  c i c l a s a  de Neurospora y e l  componente c a t a l f t i c o  de l  s i s -  
tema aden i l  c i c l a s a  de orggnismos s u p e r i o r e s .  
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ABREVI ATURAS ,:I 
-4 
J,,I,J' 
1 ; 
1. ADP adenos i na 5 ' -di  fosfato. 
2. 5 ' -AMP. adenosi na 5' -monofosfato. 
3. ATP aaenosi na 5' - t r i f os fa to .  
4. AMPc adenosina 3 ' 4 '  monofosfato c f c l  ico. 
5. DEAE D i  e t i  1 ami noet i  1 . 
6. DTT D i  t i o t r e i t o l  . 
7. GDP Guanosina 5'-di  fosfato. 
8. GMP Guanosi na 5'-monofosfato. 
9. GMPc Guanosina 3'-5' monofosfato c fc l i co .  
10. Gpp(NH)p Guani 1-5' -yl imido d i  fosfato. 
11. GTP Guanosina 5 ' - t r i fosfato.  
12. HEPES N-2-hidroxieti  1-pi perazina-N'- 2 Bcido etano su l f6n i  co. 
13. I g  Inmunoglobulina. 
14. ~e '+  C a t i C  divalente. 
15. M I X  Met i l isobut i lxant ina.  
16. MOPS N-3 morfol in-propano dcido sulf6nico. 
17. NAD Nicotinamida adenina dinuclebtido. 
18. PEG P o l i e t i l e n  g l i c o l .  
19. PEP Fosfoenol pirGvico. 
20. P i  Ortofosfato l i b r e .  
21. PMSF F l  uoruro de fen i  lmet i  l s u l  f on i  lo .  
22. PPi Pirofosfato. . . b . -.- .;-+l-~ 
23. SDS Dodecil su l fa to  de sodio 
24. TRIS 2-ami no-2 (hidroximeti 1 )-1,3 propanodiol . 
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